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RESUMEN 
La N-glicosi laci8n de prote5nab en l a  rnayorfa de las d l u l a s  eucari6ticas 
ocurre por, , transferenci a co-traducci onal de un 01 i gosacLri do de composi c i  6n 
. ~ l c ~ M a n ~ G l c N A c ~ ,  de dol ico l  d i fosfato a un residuo de asparagina en e l  flp- 
. t tdo. Despues de 1 a transferenci a, 1 os 01 i gosacsri dos uni dos N- 
g l  icosf d i  camente a protefnas sufren una serf e de reacci ones de procesami ento, 
consistentes en l a  remociln de 10s residuos de glucosa y algunos residuos de 
manosa, y l a  adicibn de otros residuos de azfcar, ta les como Bcido s is l i co ,  
N-acet i 1 g l  ucosami na, gal actosa y fucosa , y de ot ros sust i  tuyentes , como fos- 
f a t o  o sulfato. 
Se ha demostrado que en 10s casos de 10s tripanosomtitidos C r i t h i d i a  - fasc i -  
cul ata, Trypanosoma cruzi  y Lei shmani a mexi cana, e l  01 i gosacf r i d 0  trans f e r i  do 
-
de dol ico l  d i fosfato a protefna no contiene residuos de glucosa, y su cam- 
posici  dn es Man761 cNAc2 en e l  caso de ,L- fasciculata, Man6Gl cNAc2 en e l  caso 
de - L. mexicana y MangGlcNAc2 en e l  caso de T. cruzi. C e l  ulas de -- T. c ruz i  
i ncubadas * i n  v i  vo' con (14c)gl ucosa s i  n tet izan do1 i c o l  monofosfato 
(14~)tnanosa per0 no do l i co l  monofosfato (14~)glucosa. Estos fueron 10s p r i -  
meros casos en que se observb l a  transferencia de do l i co l  d i fos fa to  a pro- 
ternas de oligosacCTridos ,carentes de glucosa. Con e l  objeto de ampli a r  y 
general t z a r  estas observaciones, se es tud i6  e l  mecani smo de N-gl i c o s i l  ac i  l n  
de protef nas y procesami ento de 01 i gosacfri  dos unidos N-gl i cosfdicamente a 
protefnas en 10s sigui  entes organi smos de l a  fami 1 i a Trypanosamatidae: 
B las tocr i th id ia  cul  i c i s ,  C r i t h i d i a  fasciculata, C r i t h i d i a  harmosa, 
Herpetomonas muscarum, Herpetamonas samuel pessoai , Leishmania ad le r i  , 
Leptmonas samuel i , Trypanosoma conorhi n i  y Trypanosoma d i  on1 s i  i . Los 
I"' 
resul tados obteni dos se resumen a cont i nuaci 6n. 
- Despues de incubar d l u l a s  " i n  vivo' con ( ~ - ~ ~ c ) ~ l u c o s a ,  ninguno de 10s 
t r i  panosadt i dos menci onados s i  n te t  i z6 01 i gosac6ri dos uni dos a do1 i col 
d i fos fa to  que contuvieran glucosa. En e l  caso de C. fasciculata,  l a  i idici6n 
- 
de concentraciones elevadas de glucosa o de inhibidores de l a  s fntes is  pro- 
t e i ca  no modif ica este resultado. 
- Celulas de C. fasciculata, T. d i o n i s i i  y L. samueli s in tet izaron do l i co l  
- - - 
monofosfato (14c)manosa pero no do1 i col monofosfato ( ~ ) c ) ~ I  ucosa, 1 uego de 
ser incubadas en presencia be ( ~ - ~ ~ C ) g l u c o s a .  En cambio, en id6nticas con- 
diciones, celulas de - L. ad le r i  y H. muscarum produjeron do l i co l  monofosfato 
- 
(14c)manosa y do1 i c o l  monofosfato (14t )g l  ucosa. 
- E l  .do l ico l  de - C. fasc icu lata es un pol i isoprenol que contiene s6lo 11 uni-  
dades de isopreno, en base a su comportmiento cromatogrlf ico en columnas de 
exclusi6n en presencia de deoxicolato de sodio. El reducido tamaAo del 
lypido. concuerda con l a  tendencia a1 acortamlento de l a  cadena isoprenoide 
del do1 i c o l  a medida que se desciende en l a  escala evolutiva. 
- E l  o l igosacl r ido unido a do l i co l  d i fos fa to  tie mayor tamailo que se s in te t i za  
" i n  vivoU es e l  mismo para un mismo gnero. La composici6n de dicho ol igo- 
sac l r i  do es Man661 cNAc2 para Bl astocr i  t h i d i a  y Lei shmania , Man7Gl cNAc2 para 
C r i  t h i d i a  y MangGl cNAc2 para Trypanosoma, Leptamonas y Herpetomonas. 
- La estructura de 10s ol igosaclr idos unidos a do l i co l  d i fos fa to  es ident ica 
a l a  estructura de 10s ol igosaclr idos unidos a do l i co l  d i fos fa to  & igual  
composicidn de d l u l a s  animales, 10s cuales son in ternediar ios en l a  s fntes is  
del 01 i gosac6ri do f i nal (61 c3MangGl cNAc2) 
- Los oligosac6ridos unidos a do l i co l  d i fos fa to  mencionados d s  arr iba fueron 
t ransfer idos a protefnas en todos 10s casos, ya que su presencia pudo ser 
detectada en l a  poblacidn de 01 i gosaciridos rad i  oactivos que fueron li berados 
de g l  i cop rde inas  por tratamiento secuenci a1 con proteasa 
endo-F-N-acet 11 g l  ucosbmi n i  dasa H. 
- Se describen var ias reacciones de procesamiento de o l igosac i r idos  unidos N- 
g l  icosf  dicamente a protefnas en estos organi smos. La demanosil ac i  6n de 01 i go- 
s a c i r i  dos sensi b les a endo-!-N-acet $1 g l  ucosami n i  dasa H se observ6 en todos 
1 os casos, s i  b ien e l  niimero de residuos de manosa qw podran perderse v a r i d  
seg6n e l  organism0 (L, conorhini y T. d i o n i s i i  perdieron hasta 4 residuos de 
manosa, - L. samueli hasta t res,  - C. harmosa hasta dos y - C. fasc icu la ta ,  - B. 
cu l  i c f  s, - L. ad le r i  y H. samuel pessoai s61 o uno). 
- En todos 10s organi smos se detect6 1 a presenci a de 01 i gosacir idos sensi b les 
con l-galactofuranosidasa. 
a endo-F-N-acet i 1 gl ucosami n i  dasa H g l  ucosi 1 ados. Los residuos de g l  ucosa se 
incorporaron a 10s o l igosac i r idos  despues de l a  t ransferenc ia  de gstos a l a  
protefna. En 10s casos de C. dasciculata, - C. harmosa, - T. d i o n i s i i ,  - T. 
conorhini , - B. cul  i c i s  y - L. ad ler i ,  se demostrb que 10s residuos de glucosa 
son posteriormente re t i rados  de 10s o l igosac~r idos ,  ya que no se de tec ta rm 
compuestos g l  ucosi 1 ados rad i  oact i vos luego de real  i zar un "chaseU pro1 ongado 
con azficar no radioactivo. 
- Se detect6 tambign l a  presencia de o l igosac i r idos  sensibles a 
endo-! -N-aceti l  gl ucosami n i  dasa H que contenfan gal actosa en - C. fasc icu l  ata, 
C. harmosa, samueli y H. samuelpessoai. Los residuos & galactosa se 
- 
encontraban en conf iguracidn furanbsica, l o  cual fue demostrado por su sen- 
s i b i  1 idad a l a  h i d rb l  i s i s  I c ida ,  oxidaci6n con NaIO4 e h i d r b l i s i s  enzimstica 
- En 10s casos de' - L. samuel i y H. samuel pessoai , 10s 01 i gosacf r i  dos trans- 
- 
fer idos a proteinas fueron elongados por adici6n & residuos de azccar, para 
dar compuestos de mayor peso molecular. 
- Por Oltimo, se detect6 en C. fasciculata, - C. harmosa y B. c u l i c i s  l a  
ex i  stenci a en 01 i gosacfri  dos uni dos N-gl i cosTdi camente a p rde lnas  , de otros 
sustituyentes, 10s cuales no fueron caracterizados. En 10s casos de -- C. fasc i -  
culata y - C. harmosa, dichos sust i  tuyentes conf i r i  eron resistenci  a a 
endo+-N-acet il g l  ucosami n i  dasa H . a 1 os 01 i gosacl r i  dos .. 
En base a todos 10s resul tados mencionados, se propone una secuenci a de N- ;z 
g l  i cosi 1 aci 6n proteinas y procesami ento de g l  icoprotetnas para var i  os de 
10s tripanosomstidos estudiados en esta tesis. Asimismo, se discute l a  posi- 
b i l i d a d  de que 10s t r i p a n o s d t i d o s  configuren una faml l ia  & "mutanteoq' 4 
natural es" en l a  N-gl i cosi l a c i  bn de pratefnas. 
Parte de 10s resultados presentados en esta tes i s  ha sido publicada en 10s 
siguientes artSculos: 
"N-1 i nked, high mannose-type 01 i gosaccharides i n  the protozoa C r i  t h i d i  a 
fasciculata and C r i  t h i d i a  harmosa contain galactofuranose residues ". D.H. 
Mendelzon & A.J. Parodi (1986) The Journal o f  Biological  Chemistry, -9 261 
2129-2133. 
"Characteri zat ion of do1 icho l  monophosphate- and do1 i chol diphosphate-1 inked 
saccharides i n  trypanosomatid f lagel  latesw. 3.0. Previato, D.H. Mendel zon & 
A.3. Parodi (1986) Molecular and Biochemical Parasitology, l8, en prensa. 
"Characterization o f .  protein-1 i nked o l i  gosaccharides . i n  trypanosomatid 
f lage l  lates". D.H. Mendel zon, 3.0. Previato & A.J. Paradi (1986) Molecular 
and Biochemical ~ a r a s i  to1 ogy, l8, en prensa. 
1. I NTRODUCC I O N  
1.1.1.General idades, c l  as i f i cac i6n  y est ructura 
La def i n i  c i  6n de g l  i coprotef na c o r r i  entemente aceptada es debi da a 
Gottschal k (1). Segfn l a  misma, l a s  g l  icoproteinas son protefnas conjugadas 
conteni endo como grupo p ros tb t i co  uno o nbs heterosacbri dos , generalmente 
ramif icados, con un nfmero de residuos de azdcar re1 ativamente pequefio, 
carentes de una unidad r e p e t i t i v a  y unidos covalentemente a l a  cadena p o l i -  
peptidica. Esta defi  n i c i 6n  establece una c la ra  d i  s t i n c i 6 n  en t re  l a s  g l  icopro- 
te inas y 10s demls compuestos conteniendo una uni6n covalente 
azdcar-ami ndc ido ,  denomi nados genbricamente proteogl icanos. Estos S l  t imos se 
caracter i  zan, con t ra r i  amente a las  gl icoprotelnas, por poseer una unidad 
repe t i  ti va en l a  porc i  6n sacarfdi  ca, un niimero re1 a t i  vamente a1 t o  de residuos 
de azdcar por mol6cula y l a  carencia (generalmente) de ramif icaci6n. 
La c l a s i f i c a c i b n  de l as  gl icoprotefnas se r e a l i z a  en base a l a  natura- 
leza de l a  uni6n azfcar-amindcido. En base a este  c r i t e r i o ,  l a s  gl icopro- 
te inas se d i  viden en dos grandes grupos: 0-g1 icosfd icas y N-gl icosfdicas.  
Las gl  icoprotefnas 0-gl icosfd icas pueden a su vet, d i v i d i  rse en t r es  
subgrupos, de acuerdo con e l  amindcido involucrado en l a  uni6n (Fig. 1) :  e l  
primer grupo e s t l  formado por aquel l as  que involucran a1 -OH de un residuo 
ser ina o t reon i  na, 1 lamadas g l  icoproteinas 'de t i p o  muci na (2). El azfcar 
involucrado en l a  unidn puede ser N-acetilgalactosamina o x i l osa  en cg lu las 
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Figura - 1. Uniones arccar-aminoScido caracter fst icas de l a s  gl icoproternas. 
este t i p 0  en l as  cuales e l  azfcar involucrado en l a  unibn a l a  prote'ina es 
manosa o galactosa (3). 
E l  segundo grupo de gl icoprotefnas 0-gl icosfdicas e s t l  formado por 10s 
colLgenos de l a s  membranas basales de organismos animales. En estas sustan- 
c ias  l a  unidn azOcar-aminodicido e s t l  formada entre un residuo de galactosa y 
e l  grupo -OH de un residuo de h i d r o x i l i s i n a  en e l  peptido (3) (Fig. 1). 
Por Oltimo, l a  pared ce lu l a r  de c6lulas vegetales contiene gl icopro- 
t e f  nas denomi nadas extensi nas , en l as  cuales l a  uni bn azQcar-ami nobci do estB 
formada por un residuo de arabinosa unido 0-gl icos~dicamente a un residuo de 
h id rox ip ro l  i na (3) (Fig. 1). 
La unidn azfcar-ami nodicido caracterf  s t i c a  de l a s  g l i  coprotef nas N- 
g l  i cosfdicas e s t l  formada por un residuo de N-acet il g l  ucosami na unido N- 
glicosfdicamente .a1 grupo -NH2 de l a  cadena l a t e r a i  de un residuo de 
asparagina (Fig. 1). Estas g l  icoprotefnas se subdividen a su vez, de acuerdo 
con l a  est ructura de l a  cadena ol igosacarfdica unida a l a  protefna, en t r e o  
grupos (2)  (Fig. 2): 
a)Gl icoprote f  nas de' "a1 t a  manosa". Son aquel l a s  que cont ienen solamente 
manosa y N-aceti 1 g l  ucosami na. LOS 01 i gosac8ri dos de estas g l  i coproteTnas 
poseen un "nfcleo" heptasacarfdico cmfn;  l a  va r i ab i l i dad  esta dada por el  
nfmero y posic idn de residuos de manosa en unidn q 1 4 2  unidos a 10s residuos 
de manosa de 10s extremos no reductores del "nfcleo". 
b)Gl i copro te f  nas complejas. Los 01 i gosacaridos de estas g l  icoproternas con- 
t ienen un n fc leo  pentasac8ridic0, y l a  var iaci6n es t ruc tu ra l  viene dada por 
e l  nfmero de cadenas externas unidas a 10s residuos de manora de 10s extremos 
no reductores. Frecuentemente, en cglulas animales l a s  cadenas externas e s t f n  
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F i  ura 2. G l  i coproteinas N-gl i cosfdi cas. Los res l  duos seAal ados con 2 pueden 
&a~sent  es . 
formadas por e l  tri sachrido ~ e u ~ c C l 2 + 6 ~ a l f 1 - + 4 ~ 1  CNAC, aunque se ha 
reg is t rado considerable var iab i l i dad  est ructura l  (2). Por o t ra  parte, es f re -  
cuente encontrar un residuo d - f u c o s i l o  unido a1 C-6 del  residuo de N- 
a c e t i l  g l  ucosamina proximal (F i  g. 2). 
c)Gl icoproteinas hibridas. Como su nombre l o  indica, 10s oligosacSridos de 
estas glicoprote'inas presentan rasgos estructurales carac te r i s t i cos  de 10s 
dos grupos antes descriptos (Fig. 2). 
La notable conservaci6n est ructura l  de 10s "nfc leos" de 10s o l igo-  
saclr idos unidos N-gl icosidicamente a protefnas en 10s t r es  grupos descrip- 
tos, sugiere que todos e l  10s son s intet izados a t raves de una ru ta  metab6lica 
comQn. Este mecanismo se descr ib i  r i  en detal l e  en l a  pr6xima secci6n. 
1.1.2.Gl i c o s i  1 ac i  bn & proteTnas 
La b ios fn tes is  de 01 igosacdridos unidos 0-gl icosidicamente a residuos 
de ser i  na o t reon i  na, ocurre por gl  i c o s i  1 ac i  dn secuenci a1 , de modo que el 
product0 de l a  reaccibn catal izada por una g l i c o s i l  t ransferasa es el  
sustrato aceptor para l a  s igu iente gl  i c o s i l  t ransferasa (4). La primera reac- 
c i6n consiste en l a  transferencia de un residuo de N-acetilgalactosamina a 
p a r t i r  de UDP-N-acetilgalactosamina, a1 grupo -OH de un residuo serina o 
t reon i  na en l a  cadena pol i peptfdica. 
UDP-Gal NAc + HO-(ser l thr)  .I+ Gal NAc-0-(serlthr ) + UDP 
La e l  ongaci bn del 01 i gosacbri do se produci r h  por  adi c i  6n secuenci a1 de 
residuos de azf car, a p a r t i  r de 10s nuclebtido-azGcares correspondi entes, a 
l a  gl  icoproteina. 
La est ruc tura  f i n a l  del 01 i gosacf r i d 0  esta determi nada por va r ios  fac- 
tores. En pr imer lugar, es evidente que l a  misma se encuentra bajo con t ro l  
- genet ic0 a  n i ve l  de l a  expresi6n del n6mero y t i p 0  de g l i c o s i l  t ransferasas L'J 
I r- 
que ser6n producidas en una c6 lu la  determinada. Un ejemplo b ien documentado 
de esto l o  const i tuye l a  base genetica de 10s grupos sangufneos A, B y 0, los ,  - l . ' l  
cuales est6n deteminados por l a  estructura de 10s carbohidratos presentes en 
g l icoprote inas y  g l ico lTp idos de l a  supe r f i c i e  del e r i t r o c i  t o  (4, 5). 
Otro fac to r  que i n f l u y e  sobre l a  es t ruc tura  f i na l  del o l igosacdr ido 
unido 0-gl i cosidicamente a  proteinas es l a  proporci6n r e l a t i v a  de l a s  
d i fe ren tes  g l i c o s i l  t ransferasas presentes en l a  cglu la.  A1 I l e g a r  a  un punto 
de ramif i cac i  Sn en l a  secuenci a  b i  os i  n t 6 t  i c a  del 01 i gosacarido, l a  r u t a  
metab61 i ca segui da preferenci  almente dependera de l a  cant idad r e l a t i v a  de l a s  
g l i c o s i l  t ransferasas involucradas en dicho punto. Un in teresante ejemplo de 
es te  fenheno  ha sido informado por Schachter y  col. (6), a1 es tud ia r  l as  
d i  ferenc i  as es t ruc tu ra l  es ent re  10s 01 i gosachridos de l a s  muci nas sub- 
maxi lares ovina y porcina. 
En e l  caso de l a  mucina submaxilar ovina, e l  95% de 10s ol igosac8r idos 
unidos 0-gl icosTdicamente a  l a  proteTna t i e n e  l a  es t ruc tura  ~eu~cC(2-diGal~ac 
-se r / th r  , mi entras que l a  correspondi ente g l  i copro te i  na porc i  na cont i ene 01 i - 
gosacsri dos m6s complejos, con l a  s i  gui ente estructura:  
~ a l  ~ ~ m ( l - 3 ~ a l ~ l - 3 ~ a l  ~ ~ c o ( - t  hr /ser  14 1,2 la(2,6 
Fuc NeuAc 
La d i f e renc ia  en las  estructuras de 10s o l igosac f r idos  de l as  dos muci - 
nas se debe a l a  s igu iente  raz6n: l a  t ransferenc i  a  de 8cido s i s l i c o  a1 r e s i -  
duo de N-acet i 1 gal actosami na m5s i n te rno  impi de l a  t ransferenc i  a  de gal actosa 
a1 mismo residuo (2). En gl8ndula submaxilar ovina, l a  re lac i6n  s i a l i l  
t ransferasa/galactosi  1 t ransferasa es 10-30 veces mayor que en l a  g16ndula 
porc i  na. Por e l  lo,  1 a mayorfa de 10s residuos de N-acet i l  gal actosamina unidos 
0-glicosFdicamente a l a  protefna rec ib i r a  antes un residuo de 5cido s i f l i c o ,  
impi d i  endo de este mod0 l a  e l  ongaci6n del 01 i gosacsri do. 
Por l i l t imo, l a  d ispon ib i l i dad  de sustratos dadores de azDcar y l a  acce- 
s i b i l i d a d  de l a s  enzimas a 10s s i t i o s  de g l i cos i l ac i 6n  tambien pueden ser de 
importancia en l a  determinaci6n de l a  est ructura f i n a l  de 10s o l igosac l r idos 
unidos 0-gl icosfdicamente a protefnas (4 ,5) .  
La g l i cos i l ac i 6n  de protefnas del t i p 0  N-g l i cos id ico  ocurre por un 
mcan i  smo totalmente d i  ferente. Un gran cimul o de evidenci as experimentales 
(7-9) ha demostrado l a  intervenci6n de un in termediar io  l i p f d i co ,  e l  d o l i c o l  
(001) unido a restos de azDcar mediante puentes de fos fa to  o p i ro fos fa to ,  en 
l a  g l i cos i l ac i 6n  de residuos de asparagina. La est ructura del do l i co l  es l a  
siguiente: 
E l  nlimero de unidades de isopreno varfa entre 16 y 24 segOn l a  especie 
(9). La 4-saturaciSn es una caracter fs t ica i n v a r i  able de 10s pol iprenoles de 
cgl  u las eucari6t icas, l o  cual 10s d i ferenc i  a del compuesto anhl ogo bac- 
teriano, e l  undecaprenol , que t iene  11 unidades de isopreno y es 4-insaturado 
(1 as ha1 obacter i  as const i  tuyen una excepci 6n, ya que .en estos organi smos se 
ha demostrado l a  ex is tenc ia  de un po l i isoprenol  4-saturado es deci r un 
dol i col  ). 
E l  d o l i c o l  no in te rv iene  en l a  g l i cos i l ac i 6n  de proternas como t a l ,  
s in0  a t rav6s de sus derivados fosfor i lados,  do l i co l  monofosfato (Dol-P) y 
do l i co l  d i f o s f a t o  (Dol-P-P). La vfa metabdlica para l a  N-g l i cos i lac i6n  de 
proteinas, denominada " c i c l o  del do l ico l " ,  se esquematiza en l a  Fig. 3 y serf  
descri  p ta  a cont i nuaci 6n. 
E l  primer paso consiste en l a  adic i6n de un resto  de GlcNAc-P a p a r t i r  
de UDP-Gl cNAc, a1 Do1 -Pa 
UDP-GlcNAc + Do1 -P Do1 -P-P-GlcNAc + UMP 
Esta reacciSn es inh ib ida por l a  tunicamicina, un a n t i b i 6 t i c o  my u t i -  
l i zado  como i nh ib i do r  de l a  N-g l icos i lac i6n de proternas (10). A con- 
tinuaclbn, se produce l a  adic ibn de un residuo de N-acet i l  glucosamina y un 
res i  duo de manosa , a pa r t  i r de 10s nuclebt ido-aziicares correspondi entes , 
UDP-GlcNAc y GDP-Man (10) (Fig. 3). Ambos residuos se encuentran en con- 
f igurac i6n anomgrica f a  La sFntesis continiia con l a  a d i c i b  de otrm cuat ro  
residuos de manosa, en conf igurac i6nd,  a p a r t i r  de GDP-Man, para dar or igen 
a un compuesto de composi c i  6n Man5Gl cNAc2-P-P-Dol . Segui damente, se adi c i  onan 
ot ros cuatro residuos d s  de manosa, pero en este caso e l  dador de mnosa es 
Dol-P-Man, formado a t ravgs de l a  reacci6n: 
GDP-Man + Dol-P -, Dol-P-Man + GDP ( 7 )  
Por O l  timo, e l  01 i gosacari do resul tante,  de fbrmula MangGl cNAc2-P-P-Do1 
rec i  be t r e s  residuos de glucosa. Nuevamente en este caso, e l  dador de glucosa 
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Figura  3. E l  c ic lo  del do1 icol .  
- 
no es e l  nuc ledt ido  azccar s i n o  Dol-P-Glc (ll),  formado a p a r t i r  de UDP-Glc 
segBn l a  reacci6n: 
UDP-Glc + Dol-P -+ Dol-P-Glc + UDP ( 7 )  
Se ti ene entonces un compuesto de composici dn G l  c3Man9Gl cNAc2-P-P-Dol . 
La es t ruc tura  de es te  compuesto ha s ido tota lmente elucidada (12) y se pre-  
senta en l a  Fig. 4. 
Los residuos de azBcar son adicionados a1 o l i g o s a c ~ r i d o  c r e c i  ente en 
forma ordenada. Esta a f i rmac i6n se basa en e l  hecho de que l a s  es t ruc tu ras  de 
o l igosacar idos unidos a Dol-P-P de tamalios menores que e l  del o l igosaca' r ido 
f i n a l  (Man5GlcNAc2, Man7GlcNAc2, etc.)  son Bnicas (13), y no se han detectado 
cantidades s i g n i f i c a t i v a s  de l a s  demds es t ruc turas  pos ib les  s i  l a  a d i c i 6 n  de 
atOcares fuera  a1 azar. En base a estos resul tados se ha propuesto l a  secuen- 
c i a  de b iosSntesis que se muestra en l a  Fig. 5. 
La in te rvenc i6n  de Dol-P-Man en l a  ad ic i6n  de 10s Cl t imos cua t ro  r e s i -  
duos de manosa ha s ido demostrada de manera d e f i n i t i v a  po r  Chapman y col.  
(14), quienes informaron que en una lTnea mutante de c 5 l u l a s  de l i n foma inca-  
pa t  de s i n t e t i z a r  Dol-P-Man, e l  o l igosac3r ido  no g lucos i l ado  de mayor tamafio 
unido a Dol-P-P que se s i n t e t i z a  " i n  v ivo"  es ~angGlcNAc2, con l a  e s l m ~ c t u r a  
que se muestra en l a  Fig. 5. La incubaci6n de preparaciones de membranas de 
estas cg lu las  con D O ~ - P - ( ~ H ) M ~ ~  d i o  l uga r  a l a  f o r m a c i b  de 1Fpido- 
01 i gosacari d6s r a d i  oac t  i vos des de Man6Gl cNAc2-P-P-Do1 has t a  
t4angGl cNAc2-P-P-Dol . 
Como se ve en l a  Fig. 5, l a  rama que habrs de r e c i b i r  10s t r e s  res iduos 
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Figura - 4. Estructura del 01 l gosacbri do t rans fe r i  do de Do1 -P-P a proteina.  
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Figura 5. Secuencie de ensarnblado del oligosacdrido unldo a Dol-P-P. 
Man5Gl cNAc2. Sin embargo, las  evi  denci.as experimental es i n d i  can que el 
sust ra to  prefer ido para l a  t ransferencia de glucosa es MangGlcNAc2-P-P-Dol. 
01 IgosacBridos glucosi lados de menor tamaiio se han detectado s6 lo  en muy 
pequeiia cant idad (8). 
Una vez completada l a  srntesis, e l  oligosacBrido es t r ans fe r i do  del 
001-P-P a un residuo de asparagina en una proterna (2). Por Gltimo, l a  remo- 
c i6n de un grupo fos fa to  del Dol-P-P regenera e l  Dol-P y c i e r r a  e l  c i c l o  (15) 
(Fig. 3). Todas l as  reacciones del c i c l o  ocurren en e l  r e t r c u l o  endopl8smico 
rugoso (2). Se ha demostrado en muchos casos (8) que l a  t ransferenc ia  del 
ol igosac8rido a l a  protefna ocurre simult3neamente con l a  traduccf6n, antes 
de que . la  srn tes i  s de l a  cadena pol ipep t fd ica  haya f i n a l  i zado. 
La presenci a del c i c l o ,  del do l i co l  se ha detectado en una impresionante 
cantidad de sistemas eucar i6t icos (9); hoy en dTa es considerado una carac- 
t e r vs t i ca  universal de este t i p o  de c6lulas. Mas a h ,  e l  o l igosacdr ido que es 
t rans fe r ido  de 001-P-P parece tener siempre l a  misma est ructura (9). S i  bien 
se han descr ipto casos ( t a l es  como las mutantes de l infoma descr iptas nbs 
arr iba,  o c ie r tas  l fneas celulares en condiciones de ayuno energgt ico) en 10s 
cuales e l  o l igosacar ido t rans fe r ido  a proternas t iene  un contenido menor de 
manosa (16-19), l a  presencia de 10s t r es  residuos de glucosa ha sido con- 
siderada durante mucho tiempo como un requ i s i t o  imprescindible para l a  t rans- 
ferencia e f i c i e n t e  a proternas. Como se ver6 mhs adelante, 10s 
tri panosomat idos cons t i  tuyen una notable excepci dn a esta regla. 
1.1.3. Procesamiento - de g l  i coprotef nas 
Inmediatamente despues de ser transferidos de Dol-P-P a l a  protefna 
aceptora, 1 os 01 i gosaczri dos comienzan a su f r i  r una se r i  e de modi f i caci  ones 
que habran de conduci r finalmente a l a  gran diversidad es t ruc tu ra l  de ol igo-  
sacsridos unidos N-gl icosidicamente a proteinas. Estas reacciones se denmi-  
nan gengricamente "procesami ento" y ser in  descriptas en e l  orden cronoldgico 
en que ocurren en l a  celula. En l a  Fig. 6 se presenta un esquema i l u s t r a t i v o  
de las  reacciones de procesamiento 116s importantes que ocurren en cglulas 
ani ma1 es. 
La primera etapa del procesamiento consiste en l a  remocidn de 10s t r es  
residuos de glucosa del o l igosac i r ido precursor (8)(etapa 2, Fig. 6). Dos 
enzimas p a r t i c i  pan de esta reaccian (20-23). La primera, denomi nada g l  ucosi - 
dasa I, remueve s61 o e l  residuo de glucosa terminal. La segunda ac t i v idad  
(g l  ucosi dasa I I ), es i nact i va con 61 cgMangGl cNAc2 , Pe r o  actfia sobre 
G l  c2MangGl cNAc2 y G l  clMangGl cNAc~ para dar MangGl cNAc2. h b a s  g l  ucosidasas 
son protefnas de membrana que estan local izadas en l a  supe r f i c i e  luminal de 
10s r e t f  culos endoplf smicos li so y rugoso (20). 
E l  paso s i  gui ente en e l  procesamiento es l a  remoci 6n de 10s residuos 
de manosa que se encuentran unidos por uniones 4 1-2 (etapa 3a, Fig. 6). El 
nDmero de residuos de manosa hidrol izados puede va r i a r  ent re  0 y 4, depen- 
d i  endo de l a  g l  icoprote ina (8). Las o(-manosidasas responsables de esta etapa 
del procesamiento se encuentran en e l  r e t f c u l o  endopl~srnico rugoso y en e l  
aparato de Golgi (24, 25). Contrariamente a l o  observado durante l a  sfntesis,  









F i  gura - 6. Procesami ento de gl  i coprotef nas . 
mostrar c i e r t a  v a r i a c i h ,  dependiendo de l a  g l icoprote ina y de l a  c6 lu la  
i nvol ucrada. 
Puede observarse en l a  Fig. 7 que l a  remoci6n de residuos de manosa no 
se rea l i za  necesariamente en e l  orden inverso a1 de su adici6n; en otras 
pa l  abras, 1 a est ructura de 10s 01 i gosaclr idos unidos a p ro te f  na conteni endo 
menos de nueve residuos de manosa puede ser d i f e ren te  de l a  de 10s respec- 
t i v o s  compuestos uni dos a Do1 -P-P. 
E l  procesamiento descr ipto hasta aquf h a b r l  de dar cmo product0 g l i -  
coprotef nas conteni endo 01 i gosacsri dos de "a1 t a  manosa". La cont i nuaci 6n del 
procesamiento requiere obligatoriamente l a  ad ic i6n de un residuo de N- 
aceti lglucosamina a1 residuo de manosa expuesto del un6cleou (etapa 4a, Fig. 
6 )  (2,8). Seguidamente una manosidasa (manosidasa 11), d i s t i n t a  de l a s  que 
h i d r o l i z a n  10s residuos de manosa en unibn 4 1 4 2 ,  r e t i r a  10s dos 'ultimos 
residuos de manosa que no pertenecen a1 "nficleo" (etapa 5, Fig. 6 )  (27, 28). 
La adi c i  6n pos te r io r  de r es i  duos de N-acet il g l  ucosami na, gal actosa , 'acido 
s i  Bl i c o  y fucosa, a pa r t  i r de sus nucleat ido-azQcares correspondi entes , dare 
o r i  gen a 10s 01 i gosac6ri dos "comple josu, t a l  como se muestra esquemZticamente 
en l as  etapas 6 a 9 de l a  Fig. 6 (2). 
En caso de no ser h idrol izados 10s dos 'ultimos residuos de manosa, 10s 
o l igosac l r idos  resul tantes ser fn  del t i p o  "h fbr ido"  (ver Fig. 6). Se Cree que 
l a  adic i6n de un residuo de N-acetilglucosamina a1 residuo de manosa nbs 
i n te rno  (ver  Fig. 2)  bloquea l a  acci6n de l a  manosidasa, estabi l izando de 
es ta  manera l as  estructuras "hfbridas" (28). La manosidasa I1 y l a  N- 
acet i lg lucosamin i l  t ransferasa se encuentran en l a  par te  "c is "  del aparato de 
Golgi ( o  sea, l a  par te  116s cercana a1 nficleo ce lu la r ) ,  mientras que l a  galac- 
F i  ura 7. Secuenci a de remoci6n de residuos de manosa. El orden de hidrb l  i s i s  
h e ~ u e n t e  s BA1CA2 y , nenos f recuentemente, AICAeB (8). 
t o s i l  transferasa y s i a l i l  t ransferasa estBn local izadas en l a  par te  " t ransu 
del mismo aparato, mSs cercana a l a  membrana plasmlitica. 
Una i nteresante rami f i caci  6n del cami no p r i  nci  pa l  de procesami ento es 
l a  formaci dn de 01 i gosacdridos fos fo r i  lados en enzimas li sosomal es excl  usiva- 
mente. El primer paso consiste en l a  transferencia.de un residuo de GlcNAc-P, 
a p a r t i r  de UDP-GlcNAc, a un ol igosacar ido de "a l t a  manosan (etapa 3b, Fig. 
6). Segui damente , e l  r es i  duo de N-acet i 1 g l  ucosami na es r e t  i rado por acci 6n de 
una N-acet i l  glucosaminil fosfodiesterasa (etapa 4b, Fig. 6), de modo & 
exponer uno o m3s residuos de Man-6-P (29-32). Tanto l a  N-acet i lg lucosamini l  
fosfotransferasa como l a  N-aceti.1 glucosamini 1 fosfodiesterasa parecen estar  
local izadas en e l  aparato de Golgi (31,32). La Man-6-P es un marcador 
especff ico para e l  reconocimiento de enzimas lisosomales y su t ranspor te  a 
lisosomas (29,33). En l a  membrana del aparato de Golgi ex is ten receptores 
especl f icos para Man-6-P que se unen a l as  gl icoprotefnas que contienen estos 
residuos. Se forman entonces vesfculas que se funden con l a  membrana 
1 i sosomal . Los comple jos  enzima li sosomal -receptor se d i  soci an entonces, 
l iberando a l a  enzima lisosomal a1 i n t e r i o r  del lisosoma (33). 
Otro caso curioso de reacci6n de procesamiento l o  const i tuye l a  gluco- 
s i l ac i 6n  t r ans i  t o r i  a de 01 i gosacir idos de "a1 t a  manosa". Esta reaccidn con- 
s i s t e  en l a  t ransferencia de un residuo de glucosa a p a r t i r  de UDP-Glc, a un 
01 igosac8rido de "a1 t a  manosa". Dicho residuo ser6 posteriormente h i d r o l i  - 
zado. Esta reacci bn, descri  p t a  o r i  g i  nalmente en Trypanosoma - cruz i  (34), ha 
s ido tambign observada en c6l u las  de animales y vegetales superiores (35,36), 
ocurre en e l  r e t f cu lo  endoplismico rugoso y se esquematiza en l a  Fig. 8. La 
funci  6n de esta reacci 6n de procesami ento es desconoci da. 
Glc2 MangGlc NAc2 -Prot 
4 
MangGlc - NAc7-Prot @ Glc 1 MangClcNAc2-Prot 
8 
Glico proteinas comple jas 
F i  gura - 8. G l  ucosi 1 aci  Bn trans1 t o r i  a de gl  i coprotef nas. 
1.1,4.Glicosi l a c i b n  - de proternas en eucariotes i n fe r i o res  
Como se mencionb anteriormente, l a  presencia del c i c l o  del d o l i c o l  ha 
s ido demostrada en numerosos s i  stemas eucari6t icos superi ores, i n c l  uyendo 
mamlferos, insectos y plantas (9). La presencia de todas o a1 gunas de l as  
reacciones de1 c i c l o  ha s ido detectada tambign en var ios  organismos, - -  
1' 
- .* 
eucar i6t icos in fer iores,  entre e l l o s  10s hongos Asperg i l lus  n i ge r  (37) y 
Neurospora crassa (38), 10s protozoari os Tetrahymena pyri formi s (39) y 
Euglena graci  1 i s (40), e l  hongo muci 1 agi  noso D i  c tyos te l  fun  d i  scoi deum (41) y 
e l  hongo dimbrf ico - Mucor rouxi  i (42). 
La levadura Saccharomyces cerevi  s i  ae es s i n  duda el  eucari o te  i n f e r i o r  
que ha sido 116s estudiado en este aspect0 (43). Asf, se ha detectado en este 
organi smo l a  formaci6n de Do1 -P-P-GI cNAc (44), Do1 -P-Man (45) y Do1 -P-GI c 
(46), as5 como de Dol-P-P-oligosacdridos a p a r t i r  de 10s mismos (47-49). Se 
ha demostrado tambien l a  t ransferenc ia  de 001-P-P a protefna de un o l igo-  
sacdrido (50). La composicidn de dicho oligosacSrido es, a1 igua l  que en 
cg l  ulas animales, 61 c3MangG1 cNAcp. Otra observaci 6n in teresante ha s i  do l a  
demostracih del r o l  de Do1 -P-Man como dador de manosa para l a  gl  i c o s i  l a c i  bn 
de residuos de ser i  na y t reon i  na, 10s cuales son posteriormente e l  ongados por 
adic i6n de residuos de manosa a p a r t i r  de GDP-Man (51,52). 
S i  bien e l  c i c l o  del do l i co l  presenta en eucariotes i n f e r i o r e s  las  
m i  smas carac te r i s t i cas  que en eucariotes superiores, .se han descr ipto reac- 
ciones de procesamiento de oligosacSridos unidos a prute lna que son exc lus i -  
vas de eucariotes in fer iores.  Por' ejemplo, en - S. cerevisiae, despues de ser 
t rans fe r ido  a protefna, e l  ol igosacdrido sufre l a  perdida de 10s t r e s  res i -  
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F i  gura 9. G l  i cosi 1 aci  C y procesaml ento de gl  i coprotelnas en Saccharmyces 
cerevi s i  ae. 
duos de glucosa y uno de manosa, para ser luego elongado por ad ic idn de un 
gran n6mero de residuos de manosa (53), y dar origen a1 manano, uno de 10s 
pol isac3r idos consti tuyentes de l a  pared celular. E l  camino completo para l a  
syntesis de manano en - S. cerev is iae se presenta en l a  Fig. 9. 
Otros ejempl os de reacci ones de procesami ento descri  p tas exclusivamente 
para eucariotes i n f e r i o r e s  son l a  3-0-metilaci6n de residuos de manosa, 
descr ipta en g l icoprote inas del hongo dim6rfico - Mucor r o u x i i  (54), y l a  
i ntroduccidn de grupos me t i l  fos fa to  en residuos de manosa, en e l  hongo muci - 
1 agi noso D i  c tyos te l  i um d i  scoi deum (55). 
l.l.5.Funci ones -- de 1 a p o r c i  6n sacarfdica -- de 1 as 3 1  icoproteFnas 
E l  enfoque experimental s adecuado para e l  estudio del r o l  
f i s i o l 6 g i c o  de l a  porcidn sacarfdica de l as  g l i cop ro te i  nas consi ste, 
obvi amente, en modif i car  en condiciones controlables y reproduci b les  , l a  com- 
posic i6n o est ructura de 10s o l i gosac~ r i dos  unidos a l a  proteins, para luego 
observar qu& propiedades var ian en l a  g l icoprote ina asf modificada. En ese 
sentido, l a s  tecnicas m3s u t i l i zadas  han sido las  s iguientes (56): 
a) Inh ib ic i6n  t o t a l  de l a  g l i cos i l ac i dn  de protefnas, mediante e l  empleo de 
inh ib idores del c i c l o  del do l i co l  (ej.: tunicamicina). 
b)DestrucciBn o modi fi caci  6n de l a  porci dn sacari d ica de l a  g l  icoprote ina por 
accibn de glicosidasas o NaIO4. 
c ) U t i l  i zaci6n de inh ib idores del procesamiento para modi f icar  l a  est ructura 
de 10s ol igosacdridos unidos a proteinas. 
d)Aislamiento de mutantes celulares con alteraciones en e l  mecanismo de g l i -  
cosi  1 ac i  6n o procesami ento de g l  icoprote f  nas. En estrecha re1 ac i  dn con este 
?" - 
Q l  t imo punto puede i n c l u i  rse e l  estudio de l a s  enfermedades conggni tas  produ- 
cidas por t ras tornos en e l  metabol i smo de g l  icoproteinas. 
La masa de b i b l i o g r a f f a  acumulada en re lac i6n con este tema es inmensa, 
y s e r l  imposible c i t a r l a  aquf, s iquiera someramente. Por l o  tanto, nos l i m i -  
taremos a br indar un esquema resumido y compacto de 10s conocimientos que se 
ti enen actualmente, menci onando a1 gunos ejemplos il ust ra t ivos,  y haci endo 
re ferenc ia  a 10s a r t f cu los  de rev is i6n  publicados s recientemente 
(2,56-59). 
La informacibn disponible permite asignar a 10s ol igosacdridos de l as  
g l  i coproteinas l as  funci  ones s i  gui entes : 
a)#odulaci 6n de propi edades f i  sicoqufmicas. La g l  i c o s i  l ac i bn  representa un 
cambio s i g n i f i c a t i v o  en e l  tamafio, carga e h idrofob ic idad de una p r d e i n a  y 
por l o  tan to  puede i n f  l u i  r sobre propi edades t a l es  como sol  ubi  1 idad, v i  scosi - 
dad y estructura t e r c i  a r i  a (conformaci6n). 
Son muchos 10s ejemplos de este fenheno (56): l a  invertasa de levadura 
degl icosi lada es mucho d s  sensible a l a  desnatural izaci6n por ca lo r  o pH que 
l a  enzima g l icos i lada;  l a  gl icopratefna G del v i r us  de l a  es tomat i t i s  vesicu- 
1 a r  puede ser sol ub i  1 i zada en buf fers  conteni endo detergentes , m i  entras que 
l a  protefna G no g l i cos i lada  es inso lub le  en estas condiciones; anticuerpos 
s i  ntet izados contra protefnas no g l  icos i ladas de l a  envol t u r a  del v i  rus 
Seml i k i  Forest no reacci onan con las  m i  smas prote f  nas g l  i cosi  1 adas, indicando 
que l a  gl  i c o s i  lac1 b induce un cambio conformacional en l a  protelna. 
b)Estab i l izac iBn contra prote6l  i s i s .  La idea de que e l  carbohidrato protege a 
1 a proteina contra l a  degradaci bn proteol  T t  i c a  e s t l  apoyada por numerosas 
ev i  denci as experimentales (56,58): 1 a remoci 6n e n z i f t i c a  de 10s 01 i go- 
sacari dos de una var i  edad de g l  i copro te f  nas ta les  como deoxi rri bonucleasa, 
r i  bonucleasa B, invertasa, carboxipept idasa Y, etc., aumenta su sensibi 1 idad 
a proteasas; l a  f i  bronect i na  producida en cu l t i vos  de f i  broblastos tratados 
con tunicamicina se degrada mucho m8s rlpidamente que en c u l t i v o s  con t ro l  ; l a  
degradaci6n proteol  f t i c a  de l a  muci na submaxi l a r  por enzimas li sosomales, 
ocurre s6lo despues de que l a  mayor par te  de sus o l igosac l r idos  han sido 
degradados. 
Muchas protefnas son s intet izadas en forma de precursores de mayor peso 
molecular, que son procesados proteol  f t icamente para dar e l  producto maduro. 
Exi sten ev i  denci as de que 10s 01 i gosac l r i  dos de a1 gunas gl  i coproteOnas son 
necesari os para un correcto procesami ento proteol  l t  ico, ev i  tando una degrada- 
c i6n  excesiva, t a l  como se ha demostrado en e l  caso de l a  hemaglutini na del 
v i r u s  de influenza. 
c)Secreci 6n y t ransporte i n t r ace l  u l a r  (56,58). La g l  i c o s i l a c i  6n no es 
generalmente necesaria para l a  secreci6n de una proteins. S in  embargo se han 
descr ipto algunas excepciones, t a l es  como l a  i nh ib i c i 6n  de l a  secreci6n de 
i nvertasa en cgl  u las de levadura t ratadas con tunicamici na. 
La est ructura del ol igosacarido parece tener  i n f l u e n c i a  en e l  
t ranspor te  i n t r ace l  u l a r  de l as  g l  icoprotelnas hasta e l  s i  t i o  subcel u l a r  donde 
habran de desempefiar su funci6n; s i  b ien 10s mecanismos de t ranspor te  no 
e s t t n  a h  aclarados del todo, e l  caso de 10s receptores de Man-6-P para e l  
reconocimiento de enzimas li sosomal es (ver  secci 6n 1.1.3. ) es un interesante 
ejemplo de este fenheno. 
Las ev i  denci as experimental es d l  sponi b les (56) parecen i nd i ca r  que e l  
ol igosacSrido no es necesario para e l  correcto desempeRo ck l a  ac t i v idad  
bio l6g ica & una glicoproteFna. Asf, l a  i nh ib i c i 6n  de l a  g l i c o s i l a c i 6 n  no 
t i e n e  efecto sobre l a  capacidad de l a  f ib ronec t ina  de pranover adhesi6n celu- 
l a r ,  n i  sobre l a  act iv idad a n t i v i r a l  del i n t e r f e r h ,  n i  sobre l a  uni6n de l a  
gonadotrofina cor i6n ica humana a su receptor, n i  sobre l a  ac t i v idad  
e n z i d t i c a  de invertasa, deoxi rri bonucleasa , r i  bonucleasa o carboxipept idasa 
Y. 
1.2.1.General idades, taxonomfa y b i o l  ogfa 
Los tri panosomltidos son protozoar i  os f l age l  ados cuyas caracter f  s t i cas  
comunes son l a  posesi6n de un solo f l age lo  li bre  o unido a1 cuerpo ce lu l a r  a 
t raves de una membrana ondulante, y l a  presencia & una praninente organela 
subcelular ubicada en l a  base del f lagelo,  conectada a l a  mitocondri a y que 
cont i ene DNA en cant i dades que exceden 1 argament e l a s  encontradas normal ment e 
en las  mitocondrias de e r a s  d l u l a s .  Esta estructura se denanina kine- 
toplasto, y todos 10s protozoarios f l age l  ados que 10s cont ienen se c l a s i f  i can  
dentro de un mismo orden taxonhico,  e l  orden Kinetoplastida. Dentro del 
J'C Y 
orden Kinetoplastida, e l  suborden Trypanosomatina refine a aquel 10s que poseen' 
un solo f lagelo;  dentro del suborden, l a  f a m i l i a  Trypanosomatidae es l a  'unica 
descr ipta hasta e l  momento (60). Una carac te r fs t i ca  canirn de 10s t r ipano- 
somftidos consiste en que todos e l  10s son par l s i tos ,  y no se encuentran en . l a  
naturaleza en forma l i b re ,  s i  b ien muchos de e l  10s han podido ser cul t ivados 
axenicamente en e l  laborator io.  E l  "arbolu t a x o n h i c o  de 10s t r ipanosomlt idos 
puede resumi rse, entonces, de l a  s igu i  ente manera (61): 




Subphyl um: Mast i gophora 
C l  ase: Zoomastigophorea 
-
Orden: Kinetoplast ida 
-
Suborden: Trypanosomatina 
Famil ia: Trypanosomatidae 
Ggneros: B lastocr i  t h i d i a ,  C r i  th id ia ,  Endotrypanum, Herpetomonas, Leishmania, 
Leptomonas ,. Phytomonas, Rynchoi domonas, Trypanosoma; , 
Como ya 'se mencion6, 10s tripanosom6tidos son parasites o b l i  gados, y no 
se han encontrado en l a  naturaleza en estado l i b re .  Algunos gneros,  denomi- 
nados tripanosom6t idos i n f e r i  ores o monogenet icos , desarrol Ian  todo su c i  c l  o 
de vida en un finico huesped invertebrado, generalmente un insecto. Tal es e l  
caso de 10s ggneros B l  as toc r i  t h i d i a ,  C r i t h i  dia, Herpetomonas, Leptomonas y 
Rynchoidomonas, 10s cuales han sido aislados solamente de insectos, y no se 
ha descr ipto e l  caso de ningfn vertebrado que sea capaz de hospedarlos (62). 
Los demSs &neros, denomi nados tri panosomat idos superi ores o d i  gen6t icos , 
al ternan su c i c l o  de vida entre dos hugspedes: un insect0 vector y un ver- 
tebrado. En esta category a se incluyen 10s ggneros Trypanosoma, Leishmania, 
Endotrypanum y Phytomonas (60). Los tri panosom6t idos d i  genCticos se carac- 
t e r i z a n  por 10s cambios morfol6gicos que sufren a l o  largo de su c i c l o  de 
vida. Asf por ejemplo, Trypanosoma c r u t i  se m l t i p l i c a  en e l  i n t e s t i n o  del 
i nsecto vector (Triatoma infestans, vulg. vinchuca) en forma de epimastigote, 
y se d i ferenc ia  a t r ipomast igote (forma i n fec t i va ,  no rep l i ca t i va ) ,  e l  que es 
I kinetoplorto + 
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Figura 10. Cic lo  de vida de T. cruz i .  
eliminado en las  heces del insecto; e l  t r ipomast igote penetra en l a  c i r -  
culaci6n del huesped vertebrado a t r a v f s  de mucosas o lesiones cutheas,  y es 
l a  forma capaz de penetrar las  d l u l a s  del hufsped; en e l  i n t e r i o r  de l a  
ce lu la  huesped, e l  t r ipomast igote se d i fe renc i  a a amastigote, forma rep l ica-  
t i v a  i n t race l  ular. Luego de var i  as divisiones, 10s amastigotes se d i  ferenci  an 
nuevamente a tr ipomastigotes, 10s cuales son li berados a l a  c i  rcu lac i6n luego 
de l a  l i s i s  celular .  Finalmente, 10s tr ipomastigotes re in fec tan  a1 insecto 
vector, (por succi6n de sangre del vertebrado infectado), en cuyo i n t e s t i n o  
vuelven a diferenciarse a epimastigotes, cerrando de este modo e l  c i c l o  (63). 
En l a  Fig. 10 se presenta un esquema del c i c l o  de vida de T. cruzi .  En l a  
Fig. 11 puede observarse una represen tac ih  esquematica de l a s  d i s t i n t a s  mor- 
f o l  ogf as descri  ptas en 10s tri panosom6t idos. 
Exi s te  una ext raord i  na r i  a var i  edad de vertebrados que pueden ser 
huespedes de tri panosomat idos. Se han descr ipto t r i p a n o s m i t  idos en peces 
(Trypanosoma gargantua , Trypanosma dani lewskyi ) (64), anf i b i  os (sapos , 
ranas) ( ~ r ~ p a n o s h a  i nopi natum, Trypanosma bocagei ) (60), r e p t i l e s  
(cocodri los, l a g a r t i  j as )  (Trypanosoma mega, Leishmania a d l e r i  , Leishmania 
tarentolae) (60, 65), aves (Trypanosoma corv l ,  Trypanosoma - avium) (66), mur- 
(Trypanosma evansi , Trypanosoma d i  oni  s i  i ) (67), roedores 
(Trypanosoma conorhi n i  , Lei  shmani a e n r i e t t i  i ) (60), primates (Trypanosoma 
range1 i , Trypanosoma brucei ) (68), etc. El g6nero Phytomonas presenta l a  par- 
t i c u l a r i d a d  de paras i ta r  plantas superiores (60). Por Sltimo, var ias  especi es 
de tr ipanosomit idos son capaces de i n f e c t a r  a1 ser humno. Si b ien algunas 
especies no son daRinas, t a l es  cm.0 - T. rangel i  (60), o t ras especies son a l t a -  
mente patoghicar .  La tri panosomi as1 s af ricana, conocida c a o  enfermedad del 
F i  gura - 11. Estadios morfol6gicos de 10s tripanosomEtidos. 
-
1.- Promastigote (Le tomonas, formas infect ivas de Leishmania). 
2.- Opistomastigote --bT- e r  etomonas). 
3.- Amastigote (formas in t race l  ulares de Leishmania y Trypanosoma 
4.- Epimastigote (formas de cu l t i vo  de 
5.- Tripomastigote (formas infect ivas 
6.- Coanomastigote ( C r i t h i d i a ) .  
F, f lagelo;  N, nScleo; K, kinetoplasto. 
suefio, es una enfermedad l e t a l  producida por las especies Trypanosoma brucei 
garnbi ense y Trypanosoma brucei rhodesiense (60,69). La tripanosomi asi  s arneri - 
cana, o enfermedad de Chagas, producida por T, cruzi, causa lesiones 
cardfacas e in tes t ina les  severas, y puede ser fatal .  Varias especies de 
Leishmania (Leishmania b r a z i l  iensis, Leishmania tropica, Leishmania donovani , 
etc. ) , producen di  ferentes pat01 ogfas, que pueden i r  desde lesiones cu theas  
leves, hasta graves u l  ceraciones de p i  el  y mucosas, produci endo defonidades 
permanentes, o lesiones viscerales severas, generalmente le ta les  (69). 
1.2.2.G1icoconjugados y 91 icoprotefnas en tripanosomltidos 
E l  objet ivo global de encontrar d e t e n i  nantes ant ig6nicos capaces de 
produci r inmuni dad contra l a  infeccibn por t r i p a n o s d t i d o s  patbgenos, ha 
provocado un considerable in teres en e l  estudio & l a  estructura y propieda- 
des de pol i saclr idos y g l  icoconjugados de tripanosomltidos. Asf por .  ejemplo, 
se ,han descripto varios polisac8ridos, entre el  10s un galactomanano en - T. 
cruz i  (70,71) y un -0-manano y un arabinogalactano en Cr i t h id ia  fasc icu la ta  
- P 
y vari  as otras especi es de Cr i t h id ia  (72,75). Un glicoconjugado canplejo 
(1 ipop6ptidofosfogl icano) ha sido aislado de epimastigotes de T. c ruz i  (76). 
Vari os gl icoconjugados han s i  do a i  slados y parci almente caracteri zados en 
Cr i t h id ia  oncopelti (77). E l  receptor para macrbfagos de una cepa de 
Lei shmani a major ha sido caracter i  zado cano un g l  i col  f p i  do (78). 
En cuanto a las gl icoprotefnas propiamente dichas, su r o l  en la  in fec-  
t ividad, di ferenci  acidn e inmunidad contra la i n fecc i  6n por tripanosomStidos 
ha sido demostrado en muchos casos. Los tr ipanosmas africanos estsn recu- 
b ier tos & una envoltura compuesta por una Clnica glicoprotelna, contra l a  
cual se d i  r i  ge l a  respuesta inmune del hu6sped. La var i  aci6n en l a  secuenci a 
de amindcidos de esta gl icoprotefna de super f ic ie  permite a1 pards i to  esca- 
par a1 sistema inmune de su hu6sped. Este interesante fenbneno se denomina 
va r i  acidn antigenica y ha sido objeto de intensa invest igacidn (79,80). Estas 
g l  i coproteinas parecen tener dos t i pos  de cadenas 01 i gosacaridicas ; una de 
e l l a s  est'a unida a1 extremo C-terminal de l a  cadena po l ipep t fd ica  por una 
uni6n a9n no caracterizada (79) y l a  o t ra  parece ser una uni6n N-glicosTdica 
a asparagina, puesto que su s in tes is  es inh ib ida  por tunicamicina (81). 
Varias gl icoproteinas han sido aisladas de l a  super f i c ie  de c6lu las de - T. 
cruz i  (82,86), y se ha demostrado l a  ex1 s tenc i  a de g l  icoproteinas especif i cas 
-
para d i  s t i  ntos estadios (83,85). Ant icuerpos monocl onales s i  n t e t  i zados contra 
una g l icoprote ina de supe r f i c i e  de epimastigotes de -- T. c ruz i  inhiben l a  
di ferenci  aci6n de epimastigotes a t r ipomast igotes (84). Asimismo se ha 
demostrado l a  necesidad de l a  presencia de determinadas g l icoprote inas de 
super f i c ie  para que tr ipomastigotes de -- T. c ruz i  puedan penetrar en d l u l a s  
animales en c u l t i v o  (86). 
1.3.ANTECEDENTES INMEDI ATOS OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION 
1.3.1.Gl i c o s i  lac1 6n & protefnas 2 tripanosomStidos 
A pesar de l a  importancia asignada a l as  gl icoproteinas de t r ipano- 
som3tidos en d i s t i n t a s  etapas de su c i c l o  b io leg ico  (ver secci6n an te r i o r )  
10s estudios sobre e l  mecanismo de g l i cos i l ac i 6n  de protefnas en estos orga- 
nismos han comenzado s6 lo  recierltemente. En 1981, Parodi y col. (87) 
demostraron que e l  Do1 -P-P-01 i gosacbrido de mayor tamno que se s i  n t e t  izaba 
en d l u l a s  de - C. fasc icu la ta  incubadas con (14~)glucosa ten'ia l a  composici6n 
Man7GlcNAc2. Asimismo se femostr6 que este 01 i gosacdrido era t r ans fe r i do  a 
proteinas. Este fue e l  primer caso en que se descr ib ib l a  t rans fe renc ia  de 
Dol-P-P a proteinas de un oligosacSrido que no contenfa glucosa. La estruc- 
t u r a  de este oligosacairido ha sido totalmente elucidada (87,88) y se presenta 
en l a  Fig. 12. La incubacibn de membranas de - C. f asc i cu la ta  con G D P - ( ~ ~ c ) M ~ ~  
6 U D P - ( ~ ~ C ) G ~ C  y Dol-P de higado de ra ta  d i o  como resul tado l a  formaci6n de 
Do1 -P-(14C)Man per0 no de D O ~ - P - ( ~ ~ C ) G ~ C  (89). M6s adelante, e l  m i s m  grupo 
estudi6 e l  mecanismo de g l i cos i l ac i 6n  de protefnas en epimastigotes de - T. 
cruz i  (90,91) y observ6 que en este organism0 e l  o l igosacdr ido t r ans fe r i do  de 
Dol-P-P a prote'inas ten'ia l a  composicibn MangGlcNAc2. La est ructura de este 
ol igosachrido ha s ido tambien elucidada (34) y se observa en l a  Fig. 12. 
Tampoco en este caso se observ6 f o r m a c i h  de D O ~ - P - ( ~ ~ C ) G ~ C ,  aungue ST de 
Do1 -p-( l4C)~an, 1 uego de incubar cglulas con (14~)glucosa durante t i m p o s  -+.w a, 
superiores a 10 min. Tambign en Leishmania mexicana se observ6 l a  t ransferen- 
c i a  de Dol-P-P a protefna de un ol igosacarido que no conten'ia residuos de 
glucosa, en este caso Man6GlcNAc2 (92). Las evidencias acumuladas hasta e l  
momento parecen i ndicar  que l a  incapaci dad de s i  n t e t  t za r  de r i  vados g l  ucosi 1 a- 
dos de do l i co l  es una carac te r fs t i ca  comCln a 10s tripanosomStidos, que 10s 
d i fe renc ia  de 10s deds  sistemas eucar i6t icos estudiados hasta l a  fecha. La 
ausencia .de residuos de glucosa en 10s 01 igosacairidos t rans fe r idos  de Do1 -P-P 
a protelnas, permi t ib  detectar  por primera vet  l a  ex is tenc ia  de un mecanismo 
de glucosi 1 acibn t r a n s i  t o r i  a de 01 igosacdridos unidos a proteFnas (ver  sec- 
c i dn  1.1.3.). Este mecanismo ha sido obervado en -- T. c r u z i  y mexicana 
(34,92). 
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F i  ura 12. Estructura de 10s oligosacdridos transfer idos de Dol-P-P a pro- & eh - C. fasciculata  y epimastlgotes de -- T. c r u r i .  
Reci entemente, Engel y Parodi (93) i nformaron un in teresante ha1 lazgo: 
durante l a  d i ferenc iac i6n de epimastigote a amastigote de un c u l t i v o  de - T. 
cruz i  e l  ol igosacdrido t rans fe r ido  de Dol-P-P a proteinas pasaba de ser 
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MangGlcNAc2, para l a  forma epimastigote, a ser  mayoritariamente 
Man7GlcNAc2 para l a  forma amastigote. Este es e l  primer caso en que se 
observa una modi f i caci  6n en e l  mecani smo de N-g1 i cosi  1 ac i  6n de p r o t e i  nas aso- 
ciada a un fenheno de di ferenciacidn.  
1.3.2.0bjeti vos - del presente t r aba jo  de t e s i  s 
-- 
Los estudios real izados hasta l a  fecha sugieren que 10s t r ipano-  
somStidos presentan rasgos comunes en cuanto a1 mecanism de N-gl i c o s i  1 ac i  Bn 
de protefnas, que 10s d i ferenc ian de l a s  dembs sistemas eucari6t icos. Con e l  
objeto de ampliar y general i z a r  estas observaciones se decid id  encarar un 
estudio sistemStico del mecanismo de N-gl i c o s i l a c i d n  de protelnas en var i  as 
especies pertenecientes a d i s t i n t o s  giineros de l a  f a m i l i a  ~ r ~ ~ a n o s o m a t i d a e .  
Para e l  lo, se han a i  slado Do1 -P-monosacbridos, Do1 -P-P-011 gosac l r i  dos y 01 i - 
gosacaridos uni dos N-gl i cosfdicamente a protelnas , se ha estableci  do su can- 
posicidn y elucidado t o t a l  o parcialmente su estructura, y se ha deterininado 
e l  mecani smo de g l  i cos i  1 ac i  6n y procesami ento de g l  i coproteinas en 1 os 
siguientes organi smos: C r i t h i d i a  fasc icu la ta ,  C r i t h i d i a  harmosa, 
B l  as toc r i  t h i d i  a cul  i c i  s, Herpetomonas samuel pessoai , Herpetomohas muscarum, 
Leishmania ad1 e r i  , Leptomonas samuel i , Trypanosma conorhi n i  y Trypanosoma 
d i  oni s i  i . 
2 .MATERIALES 1 METODOS 
2.1.1 .Organ! smos 
Leishmania a d l e r i  (LV-30) fue cedida por e l  Dr. M.L. Chance (Liverpool  
School o f  Tropical  Medicine). Leptomonas samueli fue cedida por e l  Dr. 3. 
Angluster ( I n s t i t u t o  de Microbiologia, Universidad Federal de Rfo de 
Janei ro). Herpetomonas samuel pessoai (ATCC 30252), C r i  t h i d i a  harmosa y 
Herpetomonas muscarum fueron cedidas por 10s Dres. J.0.Previato y L. 
Mendonca-Previato ( I n s t i t u t o  de Microbiologia, Universidad Federal de R io  de 
Janei ro). B l  as toc r i  t h i d i a  cu l  i c i  s (ATCC 14806) y Trypanosoma d i o n i s i  i fueron 
cedidas por e l  Dr. W. de Souza ( I n s t i t u t o  de Bio f fs i ca ,  Universidad Federal 
de Rio de Janei ro). Trypanosoma conorhini fue cedida por l a  Dra. M.P. Deane 
(Fundacibn Oswal do Cruz, RTo de Janei ro). LOS organi S ~ O S  perteneci entes a 10s 
generos Trypanosoma y Leishmania fueron cu l t ivados en un medio conteniendo 
3,7% i nfusiSn de cerebro y corazbn (Brain-Heart In fus ion,  Di fco),  0,001% 
hemi na (Sigma) y 10% suero fe ta l  bovi no (Gen S.A., Buenos A i  res). Los demls 
organi smos fueron cul t ivados en 2% sacarosa, 2% KC1 , 0,3% Trypt icase (Di fco), 
0,3% ex t rac t0  de levadura (Difco), 0,002s 6cido f 6 l i c o  (Merck) y 0,001% 
hemi na (Sigma). C r i  t h i d i a  fasc icu la ta  (ATCC 11745) fue c u l t  i vada y mantenida 
en e l  medio complejo descr ipto en (94). Todos 10s tr ipanosomftidos fueron 
cu l t ivados a 28'C, con excepci6n de C. harmosa, que fue c u l t I v g Q ~  a 26'C, La 
cepa de Pen ic i l l i um  c h a r l e s i i  (ATCC 1887) fue cu l t i vada  y mantenida en las  
condic i  ones descriptas en (95). 
Las s igu i  entes sustanci as radioact ivas fueron u t i l i z a d a s  en esta t es i s :  , 
( u - 1 4 c ) ~ l  ucosa (284 C i  1.01 ) 
( ~ - ~ H ) ~ a n o s a  (14 C i  /mmol ) 
( 3 5 ~ ) ~ e t  i o n i  na (550 C i  /mmol ) 
( 1 - 3 ~ ) ~ 1  ucosa (3 C i  /mmol ) 
Todo e l  mater ia l  rad ioact ivo fue adqui r i d o  a New England Nuclear. 
U D P - ( U - ~ ~ C ) G ~  c (284 Cilmol ) y U D P - ( ~ - ~ H ) G ~ C  (3 i lmol ) fueron prepara- 
dos por Susana Raf f o  y Marta E i  r i  n ( I n s t i  t u t o  de Invest igac i  ones Bioquimicas 
"Fundacibn Campmar") segfin l a  tecnica de Thomas y col. (96). 
~ndo-g-N-acet i 1 gl ucosami n i  dasa H (Endo-H) de Streptmyces g r i  seus fue 
adquir ida a Miles; ~ l n a n o s i d a s a  ('jack beann) y proteasa ( t i p o  X I V ,  de - S. 
gr iseus),  de Sigma. Una preparaci6n e n z i f  t i c a  de oviduct0 de gal l i n a  con- 
teniendo actividades de 4- y !-manosidasas fue obtenida cmo  se describe en 
(97), hasta e l  paso de p r e ~ i p i t a c i 6 n  por su l f a to  de amonio. E l  prec ip i tado 
fue luego resuspendido y dia l izado contra bu f f e r  c i  t r a t o  de sodio 50 mM, pH 
4,5, conteni endo acetato de z i  nc 0.01 mM. fWgal actofuranosidasa fue preparada 
a p a r t i r  del sobrenadante de un c u l t i v o  de P. c h a r l e s i i  seg6n l a  tecnica 
descr ipta en (98). 
2.2.Marcaci 6n rad i  oac t i  va - de m i  croorgani smos 
2.2.1.Marcaci6n de C. fasc icu la ta  - con &-!-14~)qlucosa 
Cglulas de - C. fasc icu la ta  fueron cul t ivadas en las  condiciones descr ip-  
t as  mZs a r r i  ba, y cosechadas en fase exponencial temprana por cent r i fugac i6n 
a 1500 x g durante 10 min a 4°C. Las celulas ( 5  g peso h6medo) fueron lavadas 
3 veces con 25 m l  cada vez de solucidn de Eagle (99) carente de glucosa 
(soluci6n de marcaci6n), y conteniendo p i ruvato de sodio 5 mM. Las d l u l a s  
fueron resuspendidas en 2 vollrmenes (volumen/peso hu'medo) de l a  misma solu- 
cibn, y colocadas a 28°C con a g i t a c i h .  500 pCi de ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  d i  sue1 tos  
en 0,5 m l  de l a  soluci6n de marcacidn se agregaron a1 sistema. A 10s 10, 30, 
60 y 180 min de incubaci6n se re t i r a ron  a1 Fcuotas de 4 m l  . Las incubaci ones 
se detuvieron por agregado de 5 volSmenes de C13CH:CH30H (3:2), de modo de 
obtener una pa r t i c i 6n  C1 $H:CH30H:H20 (3:2:1). Las condiciones de l a  mar- 
cacibn var iaron ligeramente de experimento en experimento, en cuanto a l a  
masa de cglulas, vollrmenes y tiempos de incubaci6n o cantidad de precursor 
radioactivo. En 10s casos pert inentes, dichas variaciones se ind ican en las  
1 eyendas de l a s  correspondi entes f i  guras. 
En 10s casos indicados en e l  texto, e l  p i  ruvato de sodio en e l  medio de 
lavado y marcacibn fue reemplazado por glucosa 5,5 mM (seccidn 3.2.6. y Fig. 
20A), - o bien l a  temperatura de incubacidn fue reducida de 28aC a 5°C (secci6n 
3.3.1.6. y Fig. 250). 8 - 
2.2.2.Marcaclb -- de o t ros  t r i  panosom~ti dos - con Q-~~C)GIUCOS~ 
C6l u las de - T. d ion i  s i  i , - T. conorhini , - H. muscarum, - H. samuel pessoai , 0. 
- 
cu l i c i s ,  - L. samueli y - L. ad le r i  (2-6 g peso Mmedo, segOn e l  organism) 
fueron cosechadas en fase exponencial tardra,  lavadas 3 veces con l a  sol uci 6n 
de marcaciln descr ip ta  m8s a r r iba  y resuspendidas en 2 volfimenes de l a  misma 
so luc i l n  a 28.C. Se agregaron 300 pCi de ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  y se r e t i r a r o n  
a1 f cuotas a 10s 5 m i  n (419 del vol umen t o t a l  ) , 10 m i  n (219) y 20 m i  n (219). 
El  resto del c u l t i v o  (119) fue d i l u i d o  20 veces' con medio de crecimiento 
completo e incubado 180 rnin nbs a 28'C. Cada una de l a s  al rcuotas fue 
mezclada con 5 volOmenes de C13CH:CH30H (3:2) de modo de obtener una par- 
t i c l i j n  c13CH:CH30H:H20 (3:2:1). 
Cglulas de - C. harmosa (2,5 g) fueron resuspendidas en 7 ml de so luc i l n  
de marcaciln a 26.C y se agregaron a1 c u l t i v o  100 pCi de ( u - ~ ~ c ) ~ ~  ucosa. Se 
r e t i r b  una a l i cuo ta  de 5 m l  a 10s 10 min, y a 10s 20 min se agregaron 3 m l  
del medio de crecimiento completo y se continub l a  incubaci ln por 80 min d s .  
Ambas al fcuotas fueron mezcladas con 5 volirmenes de C13CH:CH30H (3:2) de modo 
de obtener una p a r t i c i b n  C13CH:CH30H:H20 (3:2:1). 
2.2.3.Marcaci l n  -- de C. f asc i  cu l  ata - Con ~ - ~ ~ ) m a n o s a  
6 g de cglulas de - C. fasc icu la ta  fueron resuspendidas en 11 ml (vol umen 
f i n a l  ) de l a  s o l u c i l n  de marcaci6n descri  p t a  anteriormente, conteniendo 2 m C i  
de (2-3~)manosa. Se r e t i r a r o n  al fcuotas de 3 m1 a 10s 2.5 y 5 min, y de 2 m1 
a 10s 10 y 15 min de marcaciln. Cada al'fcuota fue mezclada con 5 volirmenes de 
C1 3CH:CH30H (3:2) de modo de obtener una par t  i c i  C C1 3CH: CH30H:H20 (3:Z: 1). 
2.2.4.Marcacibn de C. fasc icu la ta  - con f i-14~)glucosa en presencia de a n t i -  
- -- 
b i  6 t i  cos 
Cf lu las  de - C. fasc icu la ta  ( 1  g) fueron incubadas a 28'C en 2 m l  de l a  
sol  uci  b de marcacidn en presenci a de 150 JIC~ de ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a .  A 1 os 5 min 
de incubac ih ,  se agregd a1 c u l t i v o  cicloheximida y puromicina (ambas de 
Sigma) hasta una concentraci6n f i n a l  de 50 pglml y 50 pM, respectivamente, y 
se continua l a  incubaci6n durante 5 min mhs. Como control ,  l a  misma cantidad 
de celulas fue incubada en i d f n t i c a s  condiciones durante 10 min, pero en 
ausenci a de ant ib ib t i cos .  Luego de l a  incubaci bn, ambas muestras fueron 
mezcladas con 5 volfimenes de C13CH:CH30H (3:2) de modo de obtener una par- 
t i c i d n  c13CH:CH30H:H20 (3:2:1). 
Para medi r incorporacidn de ami n d c i d o s  en estas condiciones, 35 mg de 
c r l u l a s  fueron suspendidas en 35 pl de medio de Eagle carente de metionina, y 
conteni endo puromici na y c i  cloheximida 'en l as  concentraciones i n d i  cadas nds 
arr iba. Se agregaron 4 pCi de (35~)met ion ina y re incubaron las  d l u l a s  
durante 10 min a 28'C. Se r e a l i z e  un control  incubando d l u l a s  en ident icas 
condiciones en ausenci a de a n t i  b i6t icos.  Las incubaciones se detuvieron por 
agregado de 1 m l  de Bcido t r i c l o r o a c 6 t i c o  10%. Luego de calentar 5 min a 
100°C, 10s precipi tados se recogieron por cent r i fugac idn y se lavaron 3 veces 
con 1 m l  del mismo fcido. Finalmente, 10s precipi tados fueron d isue l tos  en 
Sol uene (Packard), neut ra l  i zados y contada su rad i  oact i v idad  en un contador 
de centel leo. 
2.3.Ai slamiento - de compuestos rad ioac t i  vos 
2.3.1.Dol -P-monosaciri dos 
Las fases i n fe r i o res  de l a s  par t ic lones C13CH:CH30H:H20 (3:2:1) 
correspondientes a 10s tiempos nbs breves de marcaci6n (10 y 30 min para - C. 
fasciculata,  5, 10 y 20 min para 10s demas) fueron reunldas y evaporadas a1 
vacto hasta sequedad. E l  residuo fue sometido a saponl f icaci6n (ver seccldn 
2.4.1.) y e l  lnsaponi f icable fue sembrado en una columna (0,5 x 5 cm) de 
DEAE-cel ulosa, forma acetato, equi 1 i brada con ~ljCH:cH30H ( 2 :  La columna 
fue lavada con 10 m l  de C13CH:CH30H (2:1), y posteriormente e lu lda con 10 m1 
de soluciones de formlato de amonio 5, 10, 20 y 50 mM en Cl3CH:CH30H (2:l). 
Se recogi eron fracclones de 1 m l  . Las f r acc l  ones radi  oact ivas e l  u l  das con l a  
soluci6n de fonniato de amonio 20 mM contenfan 10s Dol-P-monosacbridos. Las 
rnismtk fueron reunidas, l levadas a sequedad y sometldas a una p a r t i c i 6 n  
C13CH:W30H:H20 (3:2:1) La fare i n f e r i o r  de esta p a r t i c i 6 n  fue lavada var ias 
veces con C13CH:CH30H:H20 (1:16:16) para e l  lminar l a s  sales. Los Do1 -P- 
monosac~ridos se conservaron a -20'C hasta su uso. 
2.3.2.Dol -P-P-01 i gosacdri dos 
Las In ter fases de l as  par t  ic iones C13CH:CH30H:H20 (3:2:1) fueron recu- 
peradas y sometidas a una segunda pa r t  i c i 6 n  C13CH:CH30H:H20 ( 3 2 :  1). De esta 
segunda pa r t  i c l6n  se recuperaron l as  in ter fases , \as cual es fueron lavadas 
con 5 m l  de agua y extra'fdas 3 veces' con 5 m l  cada vez de C13CH:CH30H:H20 
(1:1:0,3). Los extractos fueron reunidos y evaporados a sequedad. El  residuo 
fue tomado en 1 m l  del mismo solvente y sembrado en una col umna (0,5 x 5 cm) 
de DEAE-cel ulosa, forma acetato, equi 1 i brada con C13CH: CH30H:HzO ( 1  : 1 :0,3). 
La columna se lav6 con 10 m l  del rnismo sol vente, y pos te r i onen te  se el  uy6 
con 10 m l  de soluciones de formiato de amonio 10, 30 y 50 mM en e l  mismo 
solvente. Se recogieron fracciones de 1 m l  . Las fracciones radioact  ivas 
elu idas con formiato de amonio 30 mM fueron reunidas. Los Dol-P-P- 
o l i  gosacLridos fueron conservados a -20°C hasta su uso. 
2.3.3.Gl icopi ipt idos 
Despues de ser extratdas con c13CH:CH30H:H20 (1:1:0,3), l a s  in ter fases 
de l a s  par t ic iones c13CH:CH30H:H20 (3:2:1) fueron lavadas dos veces con 5 m l  
de CH30H y t r e s  veces con 5 m l  de agua. Los precipi tados fueron suspendidos 
en 5 m l  de bu f f e r  Tris-HC1 0,l M, pH 8,0, conteniendo CaC12 1 mM. Se agreg6 
una punta de esp i tu la  de proteasa a l a  suspensi6n y se incub6 a 37'C durante 
4 dtas, con agregados d ia r i os  de enzima. La p ro teB l i s i s  fue cktenida por 
calentamiento a 100°C durante 10 min y e l  sobrenadante de l a  incubaci6n fue 
concentrado a 2 m l  y sembrado en una columna (120 x 1,25 cm) de Bio-Gel P-6 
(100 - 200 "mesh") equi l ib rada con bu f f e r  acetato-p i r id ina 0,l M, pH 5,O. La 
columna fue e lu ida con e l  mismo buffer ,  y se recogieron y reunieron l a s  f rac-  
c i  ones cuyo vol umen de e l  uc i  6n correspondib a g l  icopept idos conteni endo ent re  
3 y 20 residuos de aziicar aproximadamente (87). Este materi  a1 fue sometido a 
e lec t ro fo res is  en papel en Bcido fbrmico 5%. Las sustancias que migraron 
hacia e l  catodo fueron eluidas y l levadas a sequedad. Esta f racc i6n  sera 
desi gnada "gl  i copiiptidos pur i  f icados". 
2.3.4.01igosac6ridos sensibles q Endo-H 
10s gl  i copi5ptidos pur i  f i cados fueron incubados con Endo-H (ver secci 6n 
2.5.1.). Luego de la incubacibn, l a  muestra se sometib a e lec t ro fo res is  en 
papel en Bcido fbrmico 5%. Las sustanci as que no migraron en esta electro- 
forests se desi gnar6n "01 i gosac8ridos sensibles ;h Endo-H". E l  materi a1 que 
m i  gr6 haci a el  cztodo const i  tuye 10s "gl icop6ptidos res i  stentes a Endo-H". 
2.4.Tratami entos qufmi cos 
'- 
2.4.1.Saponi f i c a c i  6n 
Las fases in fe r io res  de las  part iciones C13CH:CH30H:H20 (3:2:1) fueron 
evaporadas a sequedad en corr iente de N z  a temperatura ambiente. A1 residuo 
se agregaron 2 m1 de C13CH, 0.7 m l  de CH30H y 50 )11 de NaOH 10 N o  Despues de 
incubar 10 min a 37'C, se agregaron 0,6 m l  de CH30H y 0,66 m l  de agua. La 
fase superior de l a  pa r t i c i bn  formada fue eliminada por aspiracibn, y l a  fase 
i n f e r i o r  se lavb dos veces con 0,6 m l  de C13CH:CH30H:H20 (1:16:16), 
descarthdose las  fases superiores de 10s lavados. Finalmente, e l  insaponif i - 
cable fue evaporado a sequedad en corr iente de N p  a tmperatura ambiente y 
disuel to  en 1 m l  de C~~CH:CHQOH (2:l). 
2.4.2,Hidrbli s i  s l c i d a  suave de derivados & do1 i c o l  
Las muestras fueron evaporadas a sequedad en corr iente de a i r e  a 50'C. 
A l as  muestras secas se agregaron 0,5 m l  de HCl  0,02 N y se incub6 a- 100eC 
durante 10 min. A continuaci8n se agregaron 2,5 m l  de C13CH:CH30H (3:2) y se 
recuperb 1 a fase super! or, que contenf a 10s monosaclri dos previ  amente unidos 
a Dol-P o 10s 01 i gosaciridos previamente unidos a Dol-P-P segfn e l  caso. Las 
muestras se 1 levaron a sequedad en co r r l  ente de a1 r e  a 50eC. 
.. - 
2.4.3.Hidrbl i s i  s l c i d a  suave de 01 gosaclridos y gl i copipt idos 
01 i gosaclr i  dos sensi b les a Endo-H o g l  i cop6ptidos res i  stentes a Endo-H 
fueron disuel tos  en 0,5 m l  be HC1 0,02 N e incubados a 100eC durante 150 min. 
A continuacl8n se agregaron 2,5 m l  de C13CH:CH30H (3:2). Las fases superiores 
de las part iciones fuerion recuperadas y evaporadas a sequedad en cor r ien te  de 
a i r e  a 50eC. 
2,4.4.Hldrbl i s i s  l c l d a  fue r te  
Las muestras fueron dlsueltas en 0,5 m l  de HC1 1 N e incubadas a 100eC 
durante 4 h, Luego de l a  h i d r b l l s i s  se agregd 1 m l  de agua y 1 g 
(aproximadamente) de una res i  na anibnlca (Dowex AG-X-1, forma acetato). La 
solucibn fue recuperada y evaporada a sequedad en corr iente de a i r e  a 50eC. 
01 i gosaclr i  dos con 
-
Las muestras fueron disueltas en 1 m l  de NaBH4 0,l M e incubadas 
durante 16 h a temperatura ambiente. Se agreg6 luego una resina catibnica 
(Dowex 50, forma H') y re  evapor6 l a  soluci6n a sequedad. E l  rc ido  bBrico fue 
eliminado por evaporacibn reiterada con metanol , en corr iente de a i r e  a 50°C. 
2.4.6.Oxidaci6n suave con NaIOc, reducci6n 5 h i d r 6 l i s i s  
Se u t i l i  z6 e l  procedimiento descripto por Lederkremer y co la  (100) con 
l igeras modificaciones. Las muestras fueron disuel tas en 0,5 m l  de buf fe r  
fosfato de sodio 0,l M pH 7,0, y se agregaron 0,34 m l  de soluci6n de NaIOq 50 
mM. Despuds de 30 min a temperatura ambiente, se destruyb e l  exceso de 
~a104 por agregado de 5 p l  de e t  i lengl  i c o l  , se agregb exceso de NaBH) sbl  i do. 
y se dej6 a temperatura ambiente durante 2 h. El 'exceso de NaBH4 fue 
'% 
destruido mediante el  agregado de Scido acgtico glacial ,  y las muestras 
fueron tratadas con una resina cati6nica (Dowex 50, foma H'), l levadas a 
sequedad y evaporadas r e i  teradamente con metanol para e l  i m i  nar e l  Bci do 
b6rico. Finalmente, l as  muestras fueron sometidas a h i d r b l i s i s  acida fuer te  
Se empleb e l  procedimiento de Kocourek y Ballou (101), con algunas 
mod1 f icaciones. Las muestras fueron aceti ladas en 1 m l  de p i  ridi.na:anhf d r ido  
acgtico (1:l) durante 3 h a 100°C. E l  solvente se el imin6 por evaporacibn, 
seguida de dos evaporaciones sucesivas con 1 m l  de metanol anhidro. 
La acet6 l i s is  se l l ev6  a cabo en 1 m l  de anhfdrido acgt ico/ lc ido 
ac&ico/~2S04 (1:l:o.l) durante 16 h a 30°C. La r e a c c i h  se detuvo por agre- 
gad0 de 2 m l  de pi  r i d i n a  y evaporaci6n en corr iente ck a i r e  a 50°C. A con- 
t inuaci8n se agregaron 2.5 m1 de CHC13 y 2.5 m l  de agua. La fase c lorof l rmlca 
se evaporb a sequedad. y l a  fase acuosa fue reextrafda con 2.5 ml de cloro- 
formo. La fase clorof6rmica de l a  segunda extraccidn fue reunida con e l  res i -  
duo de l a  evaporaci6n de l a  primera fase clorofbrmica. se lav6 con 2 m l  de 
agua y se evaporb a sequedad en corr iente de a i r e  a 50°C. 
Los productos de acetbl I s i s  fueron de-0-acetilados de l a  s igui  ente 
forma: se agregaron a las muestras 0.9 m l  de CH30H y 0.1 m l  de NaOCH3 1 M 
(preparado disolviendo sodio rnet8llco en CH30H). Las lnuestras se dejaron 20; 
min a temperatura ambiente, despu8s de l o  cual se agreg6 1 m1 de agua y se 
t r a t 6  l a  soluci6n con una resina cat i6nica (Dowex 50. forma H'). La s o l u c i h  
fue recuperada de l a  m i n a  y evaporada a seguedad en corr iente de a i  r e  a 
50.C. 
Las condiclones de incubacldn con proteasa han sido descrlptas en l a  sec- 
c i6n  2.3.3. 
Las muestras fueron disuel tas en 200 p 1  de buf fer  tri etilamina-acetato 
50 mM pH 5,5. Se agregaron 0,01 unidades de Endo-H y se incubb a 37'C durante 
24 h, La incubacl6n se detuvo evaporando las  muestras a 'sequedad en c o r r i  ente 
de a i r e  a 50°C. 
100 p l  de l a  suspensi6n enzindtica (8 unidades) fueron dial izados 
contra 500 m l  de buffer c i t r a t o  de sodio 0,l Ms pH 4,5, conteniendo acetate 
de zinc 0 , l  mM. La so luc i ln  enzimitica se agreg6 a tubos de ensayo con- 
teniendo las mestras secas, y se incub6 16 h a 37'C. Finalizada l a  incuba- 
c i6n se agreg6 1 m l  de agua y se calentb durante 3 min a 100mC. Se cent r i fu*  
para el iminar l a  protefna desnaturalizada, y e l  sobrenadante se t r a t 6  con una 
res i  na mixta (Amber1 i t e  MB-3, forma acetato). Finalmente, se evapora a 
sequedad en corr iente de a i r e  a 50°C. 
Las condiciones de incubacidn con l a  preparaci6n e n z i d t i c a  de O(- y 
P)-nanosidasa de oviducto de ga l l ina  (ver seccibn 2.1.3.) fueron las mismas 
que las  descriptas en l a  secci ln anter ior  para l a  incubaciln con d-manosidasa 
de "jack bean", except0 que l a  incubaci6n dur6 120 min a 37'C. 
gal actofuranosi dasa 
Las mestras fueron disueltas en 100 pl de buffer acetato de sodio 66 
mM, pH 4.0, a 10s que se agregaron 5 p l  de so luc i ln  enzimatica (15 mg de 
proteFna/ml). Se incubl  a 37'C durante 16 ha Bajo las condiciones del ensayo, 
l a  preparac ib estaba l i b r e  de actividades de c(-manosidasa y 4- y 
&galactopiranosidasa. Las muestras fueron procesadas como se describi6 en l h  ;' 2; 
secci L 2.5.1. para las incubaci ones con d-manosidasa, 
2.6.1 .Determi naci bn - de proternas 
Se u t i l i z b  e l  d t o d o  de Lowry y col. (102), u t i l i zando albGmina ser ica 
bovi na como standard. 
I . 
2.6.2.1.Cromatograffa - de exclusibn - con deoxicol a to  
Una muestra de D O ~ - P - ( ~ ~ C ) M ~ ~  de C, fasc icu lata fue merclada con un 
standard de D O ~ - P - ( ~ H ) G ~ C  de htgado de rata, y evaporada en corr iente de N2 a 
temperatura arnbiente. La muestra fue resuspendida en 1 m l  de buf fe r  fosfato 
de sodio 0,5 M, pH 7,3 conteniendo deoxicolato de sodio 0,5%. La muestra se 
sembrb en una col umna (1,7 x 76 cm) de Sephadex 6-75 equi 1 ibrada con e l  mismo 
buffer. La columna se mantuvo a 37'C mediante una camisa de agua. Se reco- 
gieron fracciones de 2,3 m l  , que fueron analizadas para determinar su con- 
ten ido de rad ioact iv idad be 3~ y 14c en un contador de centel leo. 
En ident icas condiciones fue cranatograf iada una mezcla de 
Do1 - P - ( ~ H ) G ~  c de hfgado de ra ta  y undecaprenol - ~ - ( l ~ c ) ~ a l a c t o s a .  El 
D O ~ - P - ( ~ H ) G ~ C  eluy6 exactamente en l a  misma poslc ibn gue en l a  cor r ida 
anter ior .  
2.6.2.2.Cromatografta en papel 
Los s i  gui entes fueron 10s sol ventes u t  il i zados para cranatograf 'ra en 
. papel : 
Se u t i l i z b  papel SS 2043a (Schleicher & Schuel l )  en todos 10s 
casos. 
2.6.3.Electroforesi s en papel 
Los s iguientes fueron 10s solventes y condiciones de l as  corr idas 
e lec t  r o f  0 r6 t  i cas en papel : 
Acido fbrmico 5%: 30 V/cm, 120 min. 
Molibdato de sodio 0,l M, pH 5,O: 17 V/m, 60 min. 
BSrax 1,9%, pH 9,4: 25 V/cm, 180 min. 
Se u t i l  i z b  papel SS 2043a (Schleicher & Schuell ) en todos 10s casos. 
2.6.4.Determi naci 6n - de radi oact i  v i  dad 
Para l a  determi naci 6n de radioact iv idad en cranatogramas y electro- 
ferogramas, 10s mismos fueron cortados en t i r as  de 1 cm b 0,5 cm de largo, 
segdn l a  resoluci6n deseada. Cada t i r a  fue sumergida en l fquido de centel leo  
(0,5X 2,5 difeniloxazol , 0,025X 1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazoli 1 ) benceno 
en tolueno) y l a  radioactividad contada en un contador de centelleo. 
Para l a  deteninaclbn de l a  radl oactividad de 10s eluidos de l a  columna 
de Sephadex 6-75 con deoxicolato (seccibn 2.6.2.1.) y ck las colurnnas & 
DEAE-acetato (secciones 2.3.1. y 2.3.2. ), las fracciones fueron mezcladas con 
3 volfmenes del l f  quido de centel leo descripto por Bray (103) y contadas en 
e l  mismo instrumento. 
Wan6,961~NAc2 se obtuvieron a p a r t i r  de 10s Do1 -P-P-ol igosacaridos de 
cortes dc oviducto de gal l lna incubados con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  (50). El t rata-  
ml'ento de a t o s  oligosaclrldos con dunos idasa  ("jack bean") produjo el  
standard de i(anGlcNAc2. 'As ldsm.  standards de Man5-$1 dUc  se obtuvieron por 
tratamiento con Endo-H de g l icop6pt ldos~& oviducto de gal l ina  incubados con 
( ~ - ' l ~ ~ ) ~ l  ucora (50). Por t r a t a l  anto d e  (... _ astos 01 lgo rac~r ldos  con d-manmldasa 
("jack bean") se obtuvo e l  standard de Man6lcNAc. 
61cl#nfildUc se obtuvo por h id r6 l i s i s  k i d a  suave e incubaciin con 
End04 del Do1 -P-9-deri vado s i  n te t  l zado * i n  v i  t r ow  por microsanas & hP gado 
de ra ta  incubados en presencia de U D P - ( ~ ~ C ) G ~ C  (104). La i n c u b a c i b  d& G 
GlclMangGlcNAc con d-manosidasa ('Jack bean") produjo 10s standards de 
G l  clMan5Gl cNAc y G l  clMan4Gl cNAc. 
Gal 1Man5G1 cNAc y Gal lMan4Gl cNAc se obtuvi eron por  d l  ges t i 6n  con 
4-manosidasa ("Jack bean") de Gal lMangGl cNAc. Este P l  t imo capuesto,  pre- 
parado segdn l a  tecnica descripta en (105). fue prov is to  por l a  Dra. N. IAdn 
de Iannino. 
~ n d e c a ~ r e n o l  - P - ( ~ ~ c ) G ~ I  , preparado segPn l a  t6cnica descri  p t a  en (42), 
fue prov is to  por l a  Dra. N. IR6n de Iannino. 
D O ~ - P - ( ~ H ) G ~ C  fue obtenido por i n c u b a c i b  de microsmas de hfgado de r a ta  
con U D P - ( ~ H ) G ~ C  segOn l a  tecnica descr ip ta  en (106). 
Man*, Man3 y Man4 fueron preparados por a c e t 6 l i s i s  del manano de 
Saccharon~ces cerev i  s i  ae (105). 
I 
3. RESULTADOS 
3.1 .Caracteri zac i  bn - de Do1 -P-monosachri dos 
3.1.1 .Caracteri zaci  6n -- de 1 a p o r c i  6n sacarf d i  ca 
Se ha demostrado (90) que cglulas de T. c ruz i  incubadas en presenci a de 
(14~)glucosa s i n t e t i z a n  D o l - ~ - ( ~ ~ c ) ~ a n  pero no D o l - ~ - ( ~ ~ ~ ) G l c .  Asimismo, una 
preparacidn de membranas de - C. fasc icu la ta  resu l t6  incapaz de producir  
D o l - ~ - ( ~ ~ ~ ) G l c  a p a r t i r  de U D P - ( ~ ~ C ) G ~ C  y Dol-P de higado de rata,  s i  b ien en 
l a s  mismas condiciones de i ncubac ih  s f  se s i n t e t i z l  D o l - ~ - ( ~ ~ c ) M a n   p a r t i r  
de G D P - ( ~ ~ c ) M ~ ~  y e l  derivado l i p f d i c o  (89). Estos resul  tados parecian 
sugeri r que 10s tri panosomitidos son i ncapaces de s i  n t e t  i z a r  Do1 -P-Gl c. A 
efectos de general i zar esta hipbtesi  s , se a i  s laron 10s Do1 -Pnonosacbri dos 
producidos por va r i  as especies de tripanosom8tidos y se anal i z 6  su porcibn 
sacarfdica. Para e l  l o ,  c i i lu las  de C. fasciculata,  T. d i o n i s i i  , - L. samueli, - L. 
a d l e r i  y muscarum fueron incubadas con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante 5, 10 y 20 
min (10 y 30 min en e l  caso de - C. fasciculata),  y 10s Dol-Pnonosacir idos 
radioact ivos de todas l a s  al lcuotas fueron mezclados y aislados, segfin l a  
tecnica descr ip ta  en l a  seccidn 2.3.1. Los monosac3ridos fueron obtenidos por 
h i d r b l i s i s  'Icida suave de 10s derivados de Dol-P y caracter i  zados por crana- 
t o g r a f i a  en papel con solventes A 6 B. Los resultados obtenidos se presentan 
en l a  Fig. 13. Puede observarse que e l  Dnico derivado de Dol-P producido por 
C. h s c i c u l a t a ,  T. d i on i  s i l  y it samueli es Dol-P-Man (Fig. 13A-C). En cam- 
- - 
bio, - L. a d l e r i  produce ademfs de Dol-P-Man, Dol-P-Glc, segfin se observa en l a  
Fig. 13D. - La formaci6n de 001-P-Man y Dol-P-Glc ha s ido observada tambicn en 
cm desde origen 
F i  gura 13. Dol-P-monosaciri dos de tri panosom3tldos. Los Do1 -P-monosacari dos 
radioact ivos de d i s t i  ntas e s p e c i K  de t r ipanosm3t idos fueron obtenidos segiin 
se describe en l a  s e c c i h  2.3.1. Los monosacaridos fueron l iberados por 
h i d r l l i s i s  l c i d a  suave y analizados por cromatografla en papel con solvente A 
(paneles A-C) o B (paneles D-E). A, C. fasc icu la ta ;  B, T. d i o n i s i i ;  2, C, 
- - - 
samuel i ; m. a d l e r i  ; E, H. muscarurn. 
- -- . 
Standards: 1, manosa; 2, . g l  ucosa; 3, galactosa. 
H. muscarum (Fig. 13E). 
- Cr 
3.1.2.Tamaiio -- de 1 a p o r c i  6n 1 i pfd ica  
Cmo ya se mencionb anteriormente (ver seccibn 1.1.2.), l a  l ong i t ud  de 
1 os do l ico les de cglu las eucar ibt icas es variable; l a  especi e predomi nante 
.. I 
t i ene  19 unidades de isopreno en dliltk animales (107), y 17 en levaduras 
(108). La long i tud  del do1 i c o l  de Tetrahymena pyr i fo rmis  es de 14 unidades de 
isopreno (109) y l a  del do l i co l  de T. cruzi ,  de 1 3  unidades (89). Parece 
e x i s t i r  una tendenci a a1 acortamiento de l a  cadena isoprenoide a medida que 
se desciende en l a  escala evolut iva. 
Una tgcnica senc i l l a  para determinar l a  long i tud  de l a  cadena isopre- 
noide del do l i co l  consiste en rea l i za r  una cromatograffa de exclusi6n en pre- 
sencia de deoxicolato de sodio. El deoxicolato forma complejos de i nc lus i6n  
con 'Icidos grasos y poliprenoles; e l  ncmero de mol6culas de detergente unidas 
depende de l a  long i tud  de l a  cadena hidrocarbonada (110). De este modo, en 
presencia de deoxicolato, e l  do1 i c o l  y sus derivados formartin complejos cuyos 
pesos moleculares dependeran de l a  long i tud  de l a  cadena isoprenoide; l a  e lu-  
c i6n de estos cmpuestos a t raves de columnas de Sephadex equi l ibradas con 
deoxicolata de sodio ha sido u t i l i z a d a  para determinar e l  tamafio del d o l i c o l  
de hfgado de ra ta  y de T. c ruz i  (90, 111). 
Esta t6cnica fue u t i l i z a d a  para determinar e l  la rgo del do l i co l  de - C. 
fasciculata.  ~ o l  -p- (14c)~an de este organ1 smo fue cranatograf i ado a t raves de 
una columna de Sephadex 6-75 en presencia de 0,5% deoxicolato de sodio, jun- 
tamente con un standard de D O ~ - P - ( ~ H ) G ~ C  de higado de r a t a  (19 unidades de 
i sopreno). Este 51 t imo compuesto fue tambi en cromatograf i ado en l as  mi smas 
F1 ura 14. TamaRalo de l a  o c i6n li fdica.  D O ~ - P - ( ~ ~ C ) M ~ ~  de C. fasciculata  
- * 1 ~  r k - y ~ o m $ h ~  *o de ra ta  (cTrculos f i n c o s )  f ueron 
cranatografiados en una colurnna de Sephadex 6-75 en presencia de 0.5% deoxi- 
colato de sodio. La flecha indica l a  posi 6n de elucidn en id tn t icas  con- r d i  c l  ones de un standard de undccaprenol -P-( C)Gal . 
condiciones juntamente con undecaprenol -p- (14c)~al  de Acetobacter xy l  inum (11 
isoprenos) (112). Como se observa en l a  Fig. 14, e l  Dol-P-Man de - C. fascicu- 
l a t a  eluye exactamente en' l a  misma posici6n que undecaprenol-P-Gal , l o  cual 
-
ind ica que e l  do l i co l  de - C. fasc icu la ta  t i ene  11 unidades de isopreno. Este 
resul tad0 concuerda con l a  tendenci a a1 acortami ento de l a  cadena i soprenoi de 
observada a medida que se desciende en l a  escala evolut iva.  
3.2.Caracterizaci dn - de 01 i gosachridos unidos Do1 -P-P 
CBlulas de var i  as especi es de tri panosomltidos fueron incubadas en pre- 
sencia de ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante 5, 10 y 20 min (10 y 30 min en e l  caso de - C. 
fasciculata). Despues de l a  IncubaciSn, l a s  d l u l a s  fueron sometidas a una 
p a r t i c i l n  C13CH:CH30H:H20 (3:2:1). De l a  i n te r f ase  de dicha p a r t i c i b  se 
extrajeron 10s Do1 -P-P-01 i gosachridos con C13CH:CH30H:H20 (1:1:0,3), 10s 
cuales fueron pur i  f icados po.r cromatograf Fa de intercambio ibn ico  segOn se 
describe en l a  secci bn 2.3.2. Los 01 i gosacsPidos fueron obtenidos por 
h i d r b l i s i s  'acida suave de 10s Dol-P-P-derivados y se determinb su tamafio por 
c rma tog ra f i a  en papel con solvente C. Los resultados se presentan en l a s  
Figs. 15 y 16. A excepcidn de ad le r i  , 10s p e r f i  l e s  cranatogrhficos obteni - 
dos para cada organi smo no se m d i f i c a r o n  con e l  tiempo de incubaci6n. Cmo 
se observa en l a  Fig. 15A-J, T, d ion i s i  i y - H. samuelpessoai producen un Dnico 
cmpuesto cuya migraciSn cromatogr l f ica coincide con l a  de un standard & 
M ~ ~ ~ G ~ c N A c ~ .  E l  mismo compuesto se detecta en 10s casos de H. muscarurn, - T. 
conorhini y samueli (Fig. 1 5 E ) .  De acuerdo con l o  descr ip to  por Parodi y 
col. (87) C. fasc icu la ta  produce un Onico p i c 0  que cor re  c n o  
Man7GlcNAc2 (Fig. 16A). - - B. cul  i c i s  produce un compuesto que c n i g r a  con 
Y 
.(- 8 E 
1 6  4 
L.samueli 
10 min 
cm desde origen 
15. Do1 -P-P-01 i gosacir idos de t r i  panosomst i dos. Los 
m - 0 1  i@sac l r i aos  radioact1 vos de d s t i n f Z  especi es oe t r ~  panosam8tidos 
incubados con ( u - ~ ~ c ) ~ ~  u osa fueron obtenidos segSn se describe en l a  secci l n  
2.3.2. Los 01 igosacsridos fueron li berados por h i d r6 l  i s i s  Bcida suave y ana- 
li zados por crmatograf ra  en papel con solvente C. Los tiernpos indicados en 
10s paneles son 10s tiempos de incubaci6n de 10s parasites con 14 (U- C)glucosa. A, H. samuelpessoai; - 8, - T. d i o n i s i i ;  - C, - T. conorhini ;  D, H. 
muscarurn; - E, - L. Tarnuel I. 
Standards: 6, nan6Gl cNAc2; 7, Man7Gl cNAc2; 8, Man8Gl cNAc2; 9, MangGl cNAc2. 
cm desde origm 
F i  ura 16. Do1 -P-P-01 i gosac6ri dos de t r i  panosomit i dos 
& u l a ~ a ;  4, c u l i c r s ;  E, a T e r i .  Para mayores 
15. 
Man6GlcNAc2 (Fig. 168). - En e l  caso de - L. a d l e r i  e l  p e r f i l  cromatogr6fico 
muestra dos picos cuyas proporciones re l a t i vas  varian con e l  tiempo de 
marcaci6n: e l  p i co  mBs len to  (p ico I )  comigra con un standard de MangGl cNAc2; 
e l  segundo p i  co ( p i  co I I )  corre nbs r f p i  do que el p ico I, y cano veremos m6s 
adelante se t r a t a  de Man5GlcNAc2. Su proporci6n se va haciendo minor i  t a r i a  a 
medida que aumenta e l  tiempo de marcaci6n (Fig. 16 C-E). 
-
3.2.2.Sensi b i  1 idad  -- a endo N-aceti 1 g l  ucosami n i  dasa H 
- 
La endo N-acet i l  g l  ucosami nidasa H (Endo-H) h i d r o l  i za l a  uni6n gl i - 
coslidica 1 4 4  en t re  10s dos residuos de N-acetilglucosamina de ol igo-  4 
sac f r i  dos de a1 t a  manosa (113). Para ver i  f i c a r  que 1 os 01 i gosacf r i  dos unidos 
a 001-P-P a is lados de 10s d i  s t i n tos  tripanosomBtidos cont ienen l a  unidad 
~l c ~ ~ c f l - 4 ~ 1  CNAC , 1 os m i  smos fueron i ncubados con Endo-H , y 1 os productos de 
l a  d igest ibn fueron separados por cromatografSa en papel con solvente D. En 
l a  Fig. 17 se observa e l  resultado obtenido con 10s picos I y I 1  de L. a d l e r i  
- 
(ver  secciSn an te r io r ) .  Como se puede ver en l a  Fig. 17A, - l a  Endo-H l i b e r a  N- 
acet il g l  ucosami na del 01 i gosacarido I de - L. ad1 e r i  . Ident i c o  resul tad0 se 
obtuvo a1 incubar con Endo-H a 10s oligosacSridos de todos 10s demzs tr ipano- 
somstidos estudiados. La Dnica excepcibn l a  const i tuy6 e l  o l igosac6r ido I 1  de 
L. ad le r i ,  que resu l t 6  ser res is ten te  a .  Endo-H, y no l iber 'o  N- 
- 
acetilglucosarnina por incubaci6n con l a  enzima (ver  Fig. 178). - Como se verB 
mas adelante, l a  est ructura de este o l igosac f r ido  j u s t i f i c a  su res is tenc ia  a 
Endo-H. 
F i  ura 17. De radac i ln  enrimatica. Los 01 igosaci ir idos I (panel A) y 11 (panel 
' * g a d h a m e n t e  uni  dos a Do1 -P-P ( F i  g. 16C) f ueron-di ger i  dos con 
Endo-H. Los 01 igosacsr i  dos prev i  arnente t ratados con EF~O-H de C. fasc icu la ta  (panel C) y C, ad le r i  (panel tl) fueron incubados con OkrnanosiXsa. Los pro- 
ductos fueron cromatografiados en papel con solvente D. E. El  p ic0 que c o r r i 6  
d e t r l s  de manosa en C fue eluido, incubado con (%manosrdasa y recromatogra- 
f iado en papel con s f i ven te  A. 
Standards: 1, manosa; 2, Man2; 3,  Mang; 4, Man4; 5, ManGlcNAc; 6, ManGlcNAc2. 
Los 01 i gosacbri dos resul  tantes del t ra tami  ento con Endo-H fueron 
eluidos y t ratados con d-manosidasa; 10s productos de l a  d igest i6n fueron 
analizados por cromatografia en papel con solvente D. En l a  Fig. 17C - se 
observa e l  resultado obtenido con e l  o l igosac i r ido  de - C. fasc icu la ta .  Tal 
coma se esperaba, se observa manosa y un pequeiio p ico  que corre  l igeramente 
detrbs de manosa y que coincide con un standard de M ~ ~ ~ ~ G ~ C N A C .  El m i s m  
resultado se obtuvo con 10s ol igosacbridos de 10s demls organismos estu- 
d i  ados. La ident idad del d isacdr ido ManGlcNAc fue conf i  rmada en e l  caso de - C. 
fasc i  cul  ata, e l  uyendo d i  cho compuesto e i ncubbndol o con una preparaci 6n 
enzimstica de oviduct0 de gal l i n a  que contenfa act iv idades de O(- y 
Panos idasa ,  y analizando 10s productos por c rma tog ra f i a  en papel con 
solvente A. Como se ve en l a  Fig. 17E, - este t ratamiento l iber 'o  manosa y N- 
acet i 1 g l  ucosami na. 
Como se d i s c u t i 6  en l a  seccidn anter ior ,  e l  o l igosac l r ido  I I  de - L. 
a d l e r i  era res i s ten te  a Endo-H. En l a  Fig. 17D- se presenta e l  p e r f i l  c rma-  
t o g r l f i c o  obtenido luego de incubar dicho ol igosacbrido con d-manosidasa. Se 
observa un p i c0  de manosa y un segundo p ico que c m i g r a  con un standard de 
ManGlcNAc2, entre standards de Man2 Y Man3. 
La acetdl i s i  s es un t ratamiento que produce l a  ruptura preferenc i  a1 de 
uniones 41-6 ent re  residuos be manosa (114). Los ol igosacdr idos unidos a 
Do1 -POP previamente t ra tados con Endo-H fueron sometidos a acet6 l  i s i  s, y 10s 
f ragmentos obteni dos fueron anal i zados por cromatograf f a en papel con 
solvente D. Los resultados obtenidos con 10s ol igosacdridos de - B. c u l i c i s ,  - L. 
ad le r i  , - L. samuel i y - C. fasc icu la ta  se presentan en l a  Fig. 18. Se sugiere a1 
l e c t o r  consul tar  l a  Fig. 45 para l a  mejor comprensidn de l o  que sigue. E l  
product0 de l a  a c e t b l i s i s  del ol igosacdrido ~angGlcNAc de samueli se 
observa en l a  Fig. 18A. - El mismo p e r f i l  se obtuvo para 10s ol igosacdr idos de 
T. conorhini , T. d i o n i s i i  , H. muscarum y H. samuelpessoai. Se observan t r es  
- - 
picas que comigran con standards de Mane, Man3 y Man4GlcNAc. Este resul tado 
es compatible con l a  est ructura propuesta en l a  Fig. 45 para estos oligo-, ,* 
m 
sacdridos. 
En e l  caso del compuesto de composicibn MangGlcNAc de & c u l i c i s  (Fig. 
188) - se observan dos picos predominantes: Man2 Y Man4GlcNAc. El  mismo p e r f i  1 
se obtuvo para e l  o l igosacar ido I de - L. ad le r i .  La pequeRa cantidad de manosa 
observada en l as  Figs. 18A-8  se debe a ace t6 l i s i s  inespecf f ica y no debe ser 
tenida en cuenta para e l  anb l i s i s  estructural .  
E l  p e r f i l  cromatogrdfico de 10s productos de a c e t 6 l i s i s  del o l igo-  
sacbrido I 1  de - L. a d l e r i  muestra t r e s  picos p r inc ipa les  (Fig. 18C): manosa, 
mn4GlcNAc y un compuesto que corre  un poco menos que Man4GlcNAc. Como se 
recordarb (ver  seccidn 3.2.2.), e l  o l igosacbr ido I 1  de - L. a d l e r i  era 
res is ten te  a Endo-H. Por l o  tanto, habrfa que esperar l a  formacibn de 
crn desde origen 
F i  ura 18. Acetbl i s i  s. Los 01 i gosacsri dos prev i  amente uni dos a Do1 -P-P 
E u b a d o s  con Endo-H y luego de separar l a  N-acetllglucosamina por 
cranatograf i a  en papel, sometidos a acetbl i s i s .  Los productos de acet6l i s i s  
fueron separados por c rma tog ra f i a  en papel con solvente D m  - A, - L. samueli; 1. 
B. c u l i c i s ;  C, L. a d l e r i  11; D, C. fasciculata.  
- - - - - 
Standards: 1, manosa; 2, Man2; 3, Man3; 4, Manq; 5. ManqGlcNAc- 
Man4GlcNAc2 en vez de Man4GlcNAc por a c e t l l i s i s .  E l  p ic0  que corre  d e t r l s  de 
Man4GlcNAc es Man4GlcNAc2; l a  formaciln de Man4GlcNAc se expl i c a  porque las  
condiciones de l a  a c e t l l i s i s  producen ona ruptura parc ia l  del enlace entre 
1 os dos res i duos de N-acet i 1 g l  ucosami na. 
Por Gltimo, l a  a c e t d l i s i s  del ol igosacdrido de C. f asc i cu la ta  (Fig. 
18D) produce Man3 y Man4GlcNAc, t a l  como ya ha sf do descr ipto (87). 
- 
3.2.5.Electroforesi s - en mol i bdato de f ragmentos - de aceti51 i s i  s 
S i  l as  estructuras propuestas en l a  Fig. 45 fuesen correctas, 10s d i  y 
t r i  saczridos obtenidos por acetdl i s i s  de 10s 01 i gosaclr idos deberSan tener  
a s  s i  gui entes estructuras : Mano(1-2Man y ~a41--2~anc(L-+3Man para Man2 y 
Man3 respectivamente de L d i o n i s i i ,  - T. conorhini,  - H. muscarum, H, 
samuelpessoai y C, samuel i ; Ma41-~2~ant(1=-3~an para Man3 de C, fasc icu la ta  y 
~rT(1-.3Man para Man2 de B, cu l  i c i s  y C, a d l e r i  (1 ). Un d t o d o  para deter- 
minar l a  s u s t i t u c l l n  del a d c a r  del extremo reductor de un o l igosac f r ido  coq- ,+*, 
A 
s i s t e  en reduc i r l o  y someterlo a e lec t ro fo res is  en molibdato de sodio (pH 5). 
S i  l a  sus t i tuc i6n  es en C3, e l  ol igosacdrido no migrarS en l a  e lect ro fores is ;  
s i  l a  sus t i tuc i6n  e s t f  en cualquier o t ra  p o s i c i h ,  e l  o l igosacdr ido reducido 
migrar; hac ia  e l  'anodo (115). Segirn este c r i t e r i o ,  ~ a n ~ - o l  de - C. fasc icu la ta  
y mn2-01 de - B. c u l i c i s  y 1, a d l e r i  (1) deberian ser neutros en molibdato, a1 
igua l  que Man3-01 de i, d l  oni s i  1, - T. conorhi n i  , - H. muscarum, H, samuel pessoai 
y Samuel 1, mientras que ~ n 2 - 0 1  obtenido de estos Gltimos deberd canpor- 
ta rse  como un ani6n. Los d i  y t r i sacsr idos  obtenidos por a c e t 6 l i s i s  de 10s 
01 i gosacdri dos previ  amente uni dos a Do1 -P-P f ueron reduci dos con NaBH4 Y 




5 .lo 15 
cm desde origcn 
F i  ura 19. E lec t ro fo res i  s en mol i bdato. Los 01 I gosaczri dos obtenidos por 
& i ~  fueron reducldos con NaBH y corr idos en e l e c t r o f o r e s i s  en m l i b -  
dato  de sodio 0.1 M, pH 5. A, ManE %e T. d i o n i s i i ;  - 8, Man3 de - T. d i o n i s i i ;  
C, b n 2  de B. c u l i c i s ;  0, Man3 de, f a E i c u l a t a .  
- - 
Standard: 1, g l  ucosa. 
resultados se presentan en l a  Fig. 19. Como puede observarse en l a  Fig. 19A, -
~an2-01 de - T. d i o n i s i i  migr6 hacia e l  Snodo, t a l  cmo se habfa predicho; l o  
mismo se observ6 para ~ a n ? - o l  de T. conorhini , H. muscarum, - H. samuelpessoai 
y samueli; en cambio, Man2-01 de B, c u l i c i s  resu l t6  neut ro  (Fig. 19C), - a1 
igua l  que Man2-01 de ad le r i  (I), de acuerdo con l o  esperado. En cuanto a 
10s t r isacSridos,  en l a s  Figs. 19B - y 19D - se observa que Mang-01 de - T. 
d i  oni s i  i y - C. f asc i cu l  ata, respectivamente, resul  t a ron  neutros. Id6nt i c o  
resultado se obtuvo en 10s casos de - T. conorhini,  - H. muscarum, - H. 
samuelpessoai y - L. samuel i , como corresponderfa esperar segiin l a  estructura 
propuesta en l a  Fig. 45. 
3.2.6.Sfntesi s - de Do1 -P-P-01 i gosaclr i  dos en presenci a de g l  ucosa 
Existen evidencias de que l a  carencia de glucosa o e l  ayuno energgtico 
en cu l t i vos  de c i e r t as  cglulas animales provoca l a  acumulacidn de un o l igo-  
sacdrido unido a Dol-P-P de menor tamaAo (17-19). Este ol igosacdrido t i e n e  l a  
composici 6n Man5Gl cNAc2. Se observa tambi 6n l a  formaci i n  de pequelias can- 
t idades de c3Man5Gl cNAc2, s l  endo este o l i  gosacdri do e l  t rans fe r ido  a pro- 
tefnas. 
E l  medio de c u l t i v o  u t i l i z a d o  para l a  marcaci6n de cglulas de t r ipano- 
somltidos contenfa p i  ruvato como fuente de carbono, ami n d c i  dos, v i  tami nas y 
sales, pero carecla de glucosa. Podrfa argumentarse que l a  obtenci6n de 
o l i  gosacsridos unidos a Do1 -P-P carentes de g l  ucosa y de tamafios menores que 
10s "normales" se debe a1 ayuno de glucosa a que son sometidas l a s  cglulas, 
andlogamente a l o  descr ipto en cglulas animales. Para descartar esta pos ib i -  
1 idad, cgl  u las  de C, fasc icu la ta  fueron lavadas y marcadas con (u-14c)gl ucosa 
cm desde origen 
Do1 -P-P-01 i gosac l r i  dos s i  n t e t i  zados en resenci a de 1 ucosa 
Celulas de C, tasc icu la ta  (1 g) f l e r o n  hncu adas - con 
durante 10 min en 3.2 m l  de medio de incubaci6n conteniendo 
5,5 mM l z o s a .  B. Celulas de C. f a k i c u l a t a  fueron incubadas durante 5 min 
con ( u - ~ ~ c ) ~ I u c o T ~ ,  despues de-lo cual se agregb a1 medio de i n c u b a c i b  
cicloheximida y puromicina (ver  secciSn 2.2.4.), y l a  incubacibn se continub 
por  5 min d s .  En ambos casos 10s o l igosac l r idos previamente unidos a Do1 -P-P 
fueron aislados y analizados por cromatograffa en papel con solvente C. 
Standards como en l a  Fig. 15. 
en un medio en e l  cual e l  p i  ruvato de sodio fue reemplazado por glucosa 5,5 
mM. Los o l igosacf r idos unidos a Dol-P-P fueron aislados y anal izados por cro- 
matografFa en papel con solvente C. Como se ve en l a  f i gu ra  20A, aun en pre- 
senci a de g l  ucosa , e l  'uni co 01 i gosacbri do s i  n t e t  izado es Man7Gl cNAc2. Un 
tratamiento de este cmpuesto con Endo-H seguido por uno con 4-manosidasa 
resu l t6  en l a  formaci bn de manosa y ManGl cNAc, conf i  rmdndose as7 que el  o l i  - 
gosacfr i  do no estaba g l  ucosi 1 ado. Puede descartase, entonces , un a r t  i f  i c i  r, 
debido a ayuno de g l  ucosa. 
3.2.7.SFntesi s - de Do1 -P-P-01 i gosacf r idos  - en presencia & i n h i  bidores de sFn- 
t e s i s  de p ro te inas  
--
Otra expl i cac i  bn posi b l e  para l a  ausenci a de 01 i gosacgri dos g l  ucosi 1 a- 
dos unidos a Dol-P-P podrfa ser l a  siguiente: l a  t ransferenc ia  de residuos de 
g l  ucosa a1 Do1 -P-P-01 i gosacdrido podrla ser seguida de manera casi 
ins tant lnea por l a  t ransferenc ia  del o l igosac f r ido  a l a  prote'ina. De este 
modo, l a  vida media del ol igosacbrido glucosi lado unido a Dol-P-P s e r i a  muy 
breve, y sus n i  veles in t race lu la res  extremadamente bajos, haci endo imposi b l e  
su detecci bn, 
S i  bien esta exp l icac ibn resu l ta  poco verosfmil ,  ya que parece poco 
probable que se de l a  misma si tuacibn en var ios organismos di ferentes,  se 
r e a l i z i i  un experiment0 para descartarla, e l  cual serb descr ip to  a con- 
t i  nuaci bn. 
Siendo l a  g l  i c o s i l a c i  bn de protefnas un proceso co-traduccional , l a  
in ter rupc ibn de l a  b i os fn tes i s  de protelnas mediante e l  empleo de inh ib idores 
especfficos deberfa produci r una acumulaci Sn de Do1 -P-P-01 i gosac8ridos, ya 
que no e x i s t i d a n  aceptores proteicos para l a  g l i cos i lac i6n .  De hecho este 
fenheno ha s ido observado en cglulas animales, donde se acumula 
61 c3MangGl cNAcZ-P-P-Dol (116, 117). En nuestro caso, 1 a i nh ib i  c i6n  de l a  s in-  
t e s i  s prote ica deberFa resul  t a r  en una acumulaci 6n de Do1 -P-P-01 i gosacsri dos, 
permitiendo l a  detecci6n de oligosacSridos glucosi lados en caso de que 
ex is t ieran.  
C6l u las de - C. fasc icu la ta  fueron incubadbs con ( u - ~ ~ c ) ~ ~  ucosa durante 5 
minutos, a1 cab0 de l o  cual se agreg6 a1 c u l t i v o  cicloheximida y puromicina 
en concentraci ones suf i c i  entes para i n h i  b i  r t o t  almente l a  s fn tes i  s prote ica 
en protozoarios (118, 119). La incubaci6n se continue durante 5 minutos m3s y 
luego se ext ra jeron y pu r i f i ca ron  10s Dol-P-P-oligosacdridos de l a  muestra y 
de un control ,  que cons is t i6  en incubar c6lulas en iden t i cas  condiciones con 
( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante 10 minutos en ausencia de ant ib i6 t i cos .  La e f i cac ia  de 
l a  acci6n de 10s an t i b i 6 t i cos  fue ver i f icada incubando d l u l a s  en un medio 
l i b r e  de metionina, midiendo l a  i n c o r p o r a c i h  de (35~)met ion ina  a mater ia l  
i nso lub le  en %cido t r i c l o r o a c 6 t i c o  en presencia y ausencia de 10s a n t l b i 6 t i -  
COS. 
En l a  tab la  I se observa que 10s an t i b i 6 t i cos  produjeron un 90% de 
i nh ib ic i6n  de l a  sFntesis proteica. En esas condiciones , l a  rad ioac t i  v idad 
incorporada a l a  porci6n sacarfdica de 10s Dol-P-P-oligosactridos aument6 2,8 
veces. Es decir,  se logr'o e l  efecto de acumulaci6n deseado. Como se ve en l a  
Fig. 208, - e l  o l igosac l r ido  unido a Dol-P-P r e s u l t 6  t ene r  l a  canposici6n 
Man7Gl cNAc2 i ndependi entemente de l a  presenci a de i n h i  b idores de l a  s i n t e s i  s 
proteica. Puede conclui r se  entonces, que l a  ausenci a de de r i  vados g lucos i l  a- 
dos de Dol-P-P no se debe a l a  rapidez de su recambio en l a  celula, s ino  a 

que estas cel u las son incapaces de g lucos i l a r  ol igosacdridos unidos a 
Do1 -P-P. 
3.3.Caracteri zaci  6n - de 01 igosacaridos un i  dos a prote fnas 
- 
3.3.1.Crithidia fasc icu la ta  
3.3.1.1.0btenci 6n - de g l  i copgpti dos. Sensi b i  1 i dad a Endo-H 
- 
Cgl ulas de - C. fasc icu la ta  fueron incubadas durante tiempos var iables 
con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  y l a s  incubaciones fueron detenidas mediante una p a r t i c i 6 n  
CHC~~:CH~OH:H~O (3:Z:l). La in te r fase  de dicha p a r t i c i d n  contenFa l a  prote ina 
desnatural i zada. Dicha in te r fase  fue extraFda con C H C ~  3:CH30H:H20 ( 1  : 1 :0,3) 
para obtener 10s Dol-P-P-oligosacBridos y l a  in te r fase  prote ica del ip idada 
f ue d i  ger i  da exhaust i vamente con una proteasa. E l  proteo l  i zado fue somet i do  a 
una cromatografia de exclusi6n en Bio-Gel P-6 y se recogieron l as  f racciones 
correspondientes a gl  icopgptidos de ent re  3 y 15 residuos de azdcar aproxima- 
damente. Las mismas fueron sometidas a e lec t ro fo res is  en papel en 'acido fSr-  
mico 5%. E l  p i c0  cargado positivamente se eluy6 del papel. Las sustancias 
contenidas en dicho p ico  consti tuyen l a  f racci t in denominada "gl icopgpt idos 
purif icados". Los gl  icopeptidos pur i  f icados fueron t ratados con Endo-H y 
sometidos a una nueva e lec t ro fo res is  en medio 'acido. E l  p ico  neutro de l a  
segunda el  ec t ro fo res i  s cont i ene 10s 01 i gosacdridos que fueron li berados del 
p6pt ido por l a  enzima. Se denomi narBn "01 i gosachri dos sensi b les  a Endo-H". 
Aquellos que no fueron l iberados por l a  enzima, contincan unidos a1 pgpt ido y 
presentan carga posi t i v a  tambign en l a  segunda e lect ro fores is .  Se denominar5n 
'01 i gosacdri dos res i  stentes a Endo-H". 
Aproximadamente e l  65% de 10s ol igosachridos unidos a prote'ina en - C. 
fasc icu la ta  son sensibles a Endo-H. Esta proporci6n se alcanzb a p a r t i r  de 
10s 10 min de marcac ib  con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  y se m ntuvo constante para tiem- 
pos mayores. La incorporaci bn de rad i  oact i v i  dad a 01 i gosacsri dos sensi b les  a 
Endo-H fue l i n e a l  hasta las  3 horas de incubacibn. La aparlcli3n & l a  
res is tenc i  a a Endo-H es un fenheno sumamente r fp ido.  Como se verh nkis ade- 
l a n t e  (Fig. 27B), - a 10s 5 minutos de marcacibn ya se ha alcanzado l a  propor- 
c idn  f i n a l  de res is tenc i  a a Endo-H. 
Se presentara a continuacibn e l  ana l i s i s  de 10s o l igosacf r idos sen- 
s i b l e ~  a Endo-H. E l  estudio de 10s oligosacairidos resistentes a Endo-H se 
presentara en una seccibn posterior. 
3.3.1.2.TamaRo - de 01 i gosacari dos sensi b l  es 5 Endo-H 
Los ol igosacdridos sensibles a Endo-H aislados de cglulas & - C. 
f ascicul  a ta  incubadas con ( u - ~ ~ c ) ~ ~  ucosa durante tiempos s u p r i o r e s  a 10 mln 
fueron sometidos a cromatograffa en papel con solvente C. Como se observa en 
4 
I a F i  g. 21A, - 1 os mi'smos presentaron una migraci bn cromatograf i c a  li geramentk 
super ior  a l a  de un standard de ~an~GlcNAc. 
Los 01 i gosacir idos sensi b les  a Endo-H de - C. fasc icu l  a ta  fueron i ncu- 
bados con d(-manosidasa y 10s productos de l a  incubacibn fueron corr idos en 
cromatograffa en papel con solvente 0. Como se observa en l a  Fig. 21l3, se 
F i  ura 21. 01 i osacir idds sensi b les a Endo-H de C. fasciculata.  A. Los 01 igo-  dhfi s h o - H  rueron ~im x b g  cte ce lu la r  B C. fascicu- 
l a t a  incubadas en 10 m l  de nedio de i n c u b a c i h  conteniendo JbO)tC1de PC) lucosa durante 3 h sometidos a c rma tog ra f f a  en pa e l  con solvente T C. 9. E! p i c0  de A fue e l  u do y d ige r i  do con C(-tnanosidasa. ! or productos de 
l a  3 g r a d a c i  Sn fue?;on cromatografiados en papel con solvente D. C. El  p i c0  1 
de B fue e lu ido  y sometido a h i d r d l i s i s  acida t o ta l .  Los p r d u c t o s  de l a  . 
h i d a l  i s i s  fueron corr idos en papel con solvente A. 
I - 
3 d 
Standards: 1, manosa; 2, Man2; 
3, Man!? 
; 4, Man4; 5, Man5GlcNAc; 6, 
Man6Gl cNAc; 7, Man7Gl cNAc; 8, Man GlcNAc; , MangGl cNAc; 10, GlclMan4Gl cNAc; 
15, galactosa. 
e 11, GlclMan5Gl cNAc; 12, Gal lMan4 1cNAc; 13, Gal lMan5Gl cNAc; 14, ManGl cNAc; 
obtuvo manosa y e l  d i  sacSrido ManGlcNAc que corre ent re  Man y Man2. AdemBs, 
se observan dos picos de menor movil idad que corren detrSs de un standard de 
Man4 (designados I y I 1  en l a  Fig. 218). - El p ico  designado en l a  Fig. 210 -
coma I 1  es en rea l idad un product0 de degradaci6n incompleta ya que a1 
e l  u i  r l  o, r e i  ncubarl o con o(-manosidasa y recromatograf i a r l  o, se obtuvo manosa 
y e l  p ico  I. 
E l  p ico  I se eluy'o del cromatograma y se someti6 a h i d r b l i s i s  f c i d a  
to ta l .  Los productos se corr ieron en cromatograffa en papel con solvente A. 
Como se observa en l a  Fig. 21C - se obtuvo manosa y galactosa. 
Puede observarse en l a  Fig. 218 - que e l  compuesto presente en e l  p i c 0  
I corre  li geramente delante de un standard de Gal lMan4Gl cNAc. Como se verS 
mhs adelante, e l  compuesto presente en dicho p i co  t i ene  tambien l a  can- 
posi c i  6n Gal lMan4Gl cNAc. La d i  ferenc i  a entre l a  m i  grac i  6n cranatogr l f  i c a  del 
standard y aquella del compuesto I se debe a que en este f l t i m o  caso, e l  
residuo de galactosa se encuentra en configuraci6n furanbsica (ver  l a  pr6xima 
seccibn), mientras que en e l  standard, dicho residuo estS en conf iguraci6n 
p i  ran6sica. 
Los resultados obtenidos sugieren que e l  p ico  de oligosac8ridos sen- 
s i b l e ~  a Endo-H de l a  Fig. 21A - e s t l  formado en real  idad por dos compuestos: 
uno, de composici b ~ a n ~ G l  cNAc, totalmente sensi b l e  a 4-manosidasa, y e l  
segundo de composici 6n probable Gal lMan6Gl cNAc, parci  almente res i  stente a l a  
entima. 
3.3.1.4.Detecci 6n - de res i  duos - de g a l  ac to f  uranosa 
Para continuar con e l  a n l l  i s i  s es t ruc tu ra l  se hacia necesari o separar 
10s ol igosachridos sensibles a Endo-H, es decir,  e l  que contenFa galactosa 
del que no l a  tenra. Para e l l o  se i n ten t6  retener a1 o l igosac3r ido galac- 
tos i lado  por medio de l ec t inas  especff icas para galactosa. S in  embargo, las  
l ec t i nas  de Ricinus communis o de soja fueron incapaces de l i g a r  a1 
01 i gosacirido; asimi smo l a  l e c t i  na especrf i c a  para galact6sidos de coraz'on de 
buey (120) no reconoci6 a1 ol igosachrido galactosilado. Por o t ra  parte, 10s 
residuos de galactosa no fueron l iberados por incubac i ln  con 4- o 
b g a l  actosidasas , n i  pudi eron ser 0x1 dados con gal actosa 0x1 dasa. 
Todos estos resultados negativos l l evaron  a pensar que 10s residuos 
de galactosa podrfan encontrarse en una configuraci6n d i fe ren te  de l a  
p i r a n h i c a ,  l a  cual es l a  a s  comfin, v.g. en configuraci6n furan'osica. 
Los azCcares furanBsicos pueden reconocerse en base a dos 
propiedades: elevada sensi b i  1 idad a h i d r b l  i s i s  hc i  da y elevada sensibi 1 idad a 
l a  oxidaci6n por NaI04. LOS ol igosac5ridos sensibles a Endo-H de - C. fascicu- 
l a t a  fueron sometidos a un tratamiento Scido en condiciones en que 10s enla- 
-
ces g l i cos f  dicos que i nvo l  ucran azQcares furan'osicos se h i d r o l i  ran  
totalmente, mlentras que l as  uni ones g l  i c o s i  dicas de azficares p i  ranbsicos son 
respetadas (100). 
Los productos de l a  h i d r b l i s i s  fueron sometidos a cranatograf fa en 
papel con solvente A. Como se observa en l a  Fig. 2% este t ratamiento l iber 'o  
galactosa, pero no li ber6 manosa. Las sustanci as que permaneci eron en e l  o r i -  
gen en l a  Fig. 22A - fueron eluidas y t ratadas cond-manosidasa. En l a  Fig. 228 - 
cm desde origen 
F i  ura 22. Detecci6n de residuos de alactofuranosa. A. Los oligosacSridos 
d h l e ~ a  Endo-H de m a t ~ ( f i g .  21A fueron %net idos a h i d r b l i s i s  
l c i d a  suave, y 10s p r o x c t o s  fueron c r m a t o g r d i  ados en papel con solvente A. 
B. Las sustancias que permanecieron en e l  o r i  gen en A fueron e l  uidas, d i g e r i  - 
Tas con O(-manosidasa y cromatografiadas en papel COT solvente 0 . C. Los o l i  - 
gosacdridos sensi b les a Endo-H de C. fasc icu la ta  fueron sometidos ';j: ox idac i ln  
suave con ~a104, reduccibn e h i d q i i s i s .  Lor productos fueron c raa tog ra -  
fiados en papel con solvente A. D. Las sustancias presentes en e l  p i co  de C, 
fueron eluidas y corr idas en e lec t ro fo res is  en papel en bbrax 1,9%, pH 9. E. 
Los o l i  gosacaridos sensibles a Endo-H de C. fasc icu la ta  fueron incubados c ' n  
-galactofuranosidasa de P, char les i  1, y 10s productos de l a  incubaci ln 
ueron cromatografiados en papel con so'lvente A, 
Standards: 1, manosa; 2, Man2; 3, Mang; 4, Manq; 5, glucosa; 6, galactosa; 7, 
arabi nosa. 
F1 ura 23. Esquema b l a  nacc l6n  de oxldaci6n suave con 1x04 de 
&of~ranosa. 
se observa el  resultado: se obtuvo solamente manosa y ManGlcNAc, l o  cual 
demuestra que l a  t o t a l  idad de 10s residuos de galactosa fue l iberada por e l  
tratamiento Bcido suave. 
Las a1 dohexosas en conf i  guraci 6n -furanbsica presentan un d i  01 
exocfcl ico entre C5 y C6. Dicho d io l  exocfcl ico es nbs sensible a l a  oxida- 
c i6n par ~a104 que 10s dioles endocfclicos. De este mdo, s i  l a  galactosa se 
encontrase en conf i  guracidn furanbsica, l a  oxidacidn suave por Na104 deberla 
remover el  C6 produci endo formal dehi do. La reducci 6n del azDcar resul t an te  
deberf dar lugar a l a  formaci6n de l a  pentosa correspondiente, en este caso 
L-arabinosa, l a  cual puede ser ident i f icada luego de h i d r b l i s i s  fcida. E l  
esquema de l a  reacci6n se presenta en l a  Fig. 23. 
Los 01 i gosacLridos sensi bles a Endo-H de - C. fasciculata fueron someti- 
dos a oxidaci in con 'Na10q en condiciones ta les  de producir solamente l a  0x1- 
dacibn del d io l  exocfcl ico de hexosas furanbsicas (100). Despu6s de l a  
0x1 daci 6n 1 os productos fueron reduci dos con NaBHq, somet idos a h i d r b l  i s i  s 
I c i d a  y cromatografi ados en papel con solvente A. C m  se observa en l a  Fig. 
22C - l a  galactosa desaparece luego de este tratamiento. Cano en este sistema 
cranatogrff ico l a  mnosa y l a  arabinosa canigran, e l  pico de mnosacbridos 
fue eluido y corr ido en e lect rofores is  en papel en bbrax 1,9%, pH 9 (Flg. 
220). - Se observa claramente un p ic0 de arabinosa. 
Por Sltimo, l a  incubaci6n de o l igosac~r idos  sensibles a Endo-H con 
~ga lac to furanos idasa de Penici l l i u m  char les i i  (121) li ber6 galactosa (Fig. 
22E). - Todos estos resul tados demuestran que 10s 01 igosacir idos sensibles a 
Endo-H de - C. fasc icu lata contienen residuos de galactosa furanbsica, y que 
estos se encuentran en configuracibn ananerica 
3.3.1.5.AnBlisis estructural  - de oligosacllridos sensibles - a Endo-H 
Como se explico en l a  seccibn anterior, un tratamiento Bcido suave 
produce l a  degalactosilaci bn de. 10s 011 gosacllridos sensibles a Endo-H. Los 
oligosacLridos as1 tratados fueron smetidos a cromatograffa en papel con 
solvente C. Como se observa en l a  Fig. 24A - se observan dos ' picos, que 
comigran con standards de Man7GlcNAc y MangGlcNAc. IdEntfco resultado se 
obtuvo con 10s 01 i gosacsri dos resultantes del tratamiento con 
f-galactofuranosidasa. Este resultado confirma l a  wposicibn de que l a  can- 
posicibn de 10s oligosacdridos sensibles a Endo-H de - C. fasciculata es 
hn7Gl cNAc y Gal lMan6Gl cNAc. 
Los 01 i gosacdridos sometidos a tratamiento Bcido suave fueron e l  u i  dos 
y sonoetidos a acetblisis. Se sugiere consultar l a  Fig. 46 para l a  mejor 
canprensibn de 10s resultados. En l a  Fig. 24g se observan 10s productos Q 
acet6l is is  de ~an7GlcNAc. Se obtuvo e l  misrno p e r f i l  que en el caso de 
Man761 cNAc obteni do a pa r t i  r del Do1 -P-P-01 i gosaclrido (ver Fig. 180), es 
deci r , Hang Y MnqGl cNAc. 
En base a las estructuras de MantGlcNAc, hay dos estructuras posibles 
para MangGlcNAc, dependiendo rk cu l l  de 10s dos extremas no reductores perdib 
un residuo de mnosa. En uno de 10s casos 10s productos de acetbl is is  
deberlan ser Manp y Han4GlcNAc, aientras que en el ot ro caso habria gue 
esperar l a  formscibn de Man3 y Man3GlcNAc por acetb l is is  (ver Fig. 46). Cano 
puede verse en l a  Fig. 24g, l a  acetb l is is  de MangGlcNAc produjo cuatro picos: 
Rn2, Manj, Man461cNAc y un pico que corre entre 10s standards de Hang y 
~n461cNA~ ,  como Man3GlcNAc. Este resultado d w e s t r a  que estamos en presen- 
cm desdc origcn 
Flgura 24. A n l l l s l s  estructural. A. Lor cmpuestos qua permanecleron en el 
or1 pen en la-2~ fueron elulbos cramato r a f  lados con solvente C. B C. I Las sustancl as qua mTgraron cmo Man, lcNAc y k n 6 ~ l c ~ ~ c  en A (panel as g* 
respect1 vamente) f ueron e l  uldas y scmnetldas a wet61 1 s l  s; 6 s  productos dF 
acetbl l s l s  fueron cromatograflados en papel con solvente D. e. El p lco I de 
l a  Fig. 211  f u r  s n u t l d o  a h l d r 8 l l s t s  &clda suave y c r o u t o g r a f l a  en papal 
con solvente D. E. E l  plco de a n o r  movll.ldad cromatogrlf lca de 1 fue e l  uldo 
y acetollzado. TTOt productos de l a  acet6 l ts ls  fueron cranatograflados en 
papel con sol vrnte 0, 
Standards: 1, manosa* 2. Man2; 3. 3 ;  4 hn4 ;  5. m q l c N A c ;  6. 
Manr6l cWAc; 7. ~ , n ~ ~ l  c k c ;  8, RneGl cNAc ; Nan961 cNAc; 10. WInlGl cNAc; 11. 
c i a  de 10s dos is6meros posibles de MangGlcNAc. 
E l  hecho de haber detectado dos 01 i gosacsri dos de campos i c i  6n 
Nan6Gl cNAc sugi ere que deben ser dos 1 os 01 i gosactri dos de canposi c i  6n 
Gal lMan6Gl cNAc. Para demostrar esto, 10s 01 i gosaclridos sensi bles a Endo-H 
fueron incubados con d-manosidasa y e l  material resistente a l a  enzima (Pico 
I, Fig. 218) - fue sometido a h i d r b l i s i s  Bcida suave y cromatograffa en papel 
con solvente D. Como se observa en l a  Fig. 240, - se obtuvo galactosa y un can- 
puesto que migr6 un poco menos que un standard de Man4,es decir  cano 
Man4Gl cNAc. Esto demuestra que el  residuo de gal actofuranosa se encontraba en 
e l  extremo no reductor en 10s o l igosac~r idos  de composici6n ~allMan~GlcNAc, 
puesto que s i  hubiese estado en cualquier otra posici6n, el  material 
r e s i  stente a 4-manosidasa deberla haber presentado una m v i l  i dad crama- 
togr l f f ica superior a l a  de ~anqGlcNAc (ver Fig. 46). S i  e l  residuo de galac- 
tosa hubiera estado unido a l a  r a m  del ol igosaclr ido que no contiene 
unioncs 414,  e l  nan4GlcNAc obtenido de este mdo deberla ser res is tente a 
acet6l is is.  En cambio, s i  l a  galactosa hubiese estado unida a l a  o t ra  rama, 
10s productos de acetdl i s i s  de Man4GlcNAc deberran ser Man3 y Man GlcNAc (ver 
Fig. 46). 
E l  p ic0 corrla Man461 CNAC en l a  F l  g. 240 - f ue e l  uldo y sme- 
t i d o  a acet6l is is,  y 10s productos fueron corridos en cranatograffa en papel 
con solvente D. Los resultados se presentan en l a  Fig. 24E. - Se observan 
c la rawn te  un p ic0 de ManqGlcNAc y uno de Hang. Se ha observado con frecuen- 
c i a  que l a  recuperacibn del fragment0 que contiene e l  residuo & N- 
acetilglucosainina despues de l a  ace t6 l i s is  es baja; por  otra parte, e l  
residuo de manosa 116s in terno (o sea, e l  que debe aparecer en e l  disacsr ido 
ManGlc~Ac), se marca poco " i n  vivo". Debido a estas dos razones, e l  p ico  de 
ManGlcNAc, es apenas v i s i b l e  entre 10s standards de manosa y Mane. Este 
resul  tad0 conf i m a  l a  exi  stenci a de dos i sbmeros de Gal lMan6G'l cNAc , cuyas 
estructuras pueden verse en l a  Fig. 46. 
3.3.1.6.01 i gosacSridos - de ex i  stencia t r a n s i  t o r i a  
Los resultados presentados hasta aquF se obtuvieron cuando l as  cglu- 
l a s  de - C. fasc icu la ta  fueron incubadas con ( u - ~ ~ c ) ~ ~  u osa durante tiempos 
relativamente largos (m6s de 10 min.). 
Cuando l a  incubacidn se rea l i zb  durante tlempos nbs breves, o a baja 
temperatura, 1 os 01 i gosacSridos sensi b les a Endo-H presentaron p e r f i  l e s  cro- 
matograficos como 10s que se muestran en l a  Fig. 25A-D. Puede observarse que 
ademis del p i co  de Man7GlcNAc + GallMan6GlcNAc ya descripto, aparece un nuevo 
p i co  de menor movil idad, que corre ent re  Man7GlcNAc y Man8GlcNAc. Como ya 
vimos, este p ic0  no aparece en muestras de cglulas incubadas por tiempos 
largos. A1 e l  u i  r este nuevo pico e incubar l  o con (#-manosidasas se obtuvo e l  
p e r f i  1 que se muestra en l a  Fig. 26A: manosa y &s ol igosacbr idos que 
c o r r i  eron como G l  clMan4Gl cNAc y G l  clMan5Gl cNAc. Debe destacarse que estos 
m i  smos productos se obtenlan cuando 01 i gosac i r i  dos t r ans i  t o r i  amente g l  ucosi - 
lados de -- T. cruz i ,  - L. mexicana, Phaseolus vulgar is,  hvgado de r a t a  y t i r o i d e s  
bovina eran t ra tados con o(-manosidasa (ver  secci bn 1.1.3. y re fe renc i  as 34-36 
y 92). El  o l igosac8r ido de composiciSn GlclMangGlcNAc es en rea l  idad  un pro- 
ducto de degradaci bn i ncompleta , puesto que .a1 e l  u i  r1 o, r e i  ncubarl o con 
-manosi dasa y recromatograf i a r l  o, se obtuvo manosa y G l  clMan4Gl cNAc~ 
La h i d r 6 1 i s i s  8cida de 10s ol igosac6ridos que corrFan cano 
cm desde origen 
F i  ura 25. 01 i osacdridos & exis tenc ia  t r a n s i t o r i a .  CGlulas de C. fasc icu-  
- &n g+ ueron resuspendidas soiucibn de m a r z c i b n c o n -  en 8 m l  de 
teniendo 300 pCi de ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a ;  se r e t i r a r o n  a l icuotas de 2 m1 a 10s 3 
min (A),  5 min (B ) ,  y 10 min (C) a 28% 0. 1,2 g de d l u l a s  de C. fasc icu-  
l a t a  Tueron resu'Spendidas en r m l  de solcci6n de marcacibn conteni-0 
F d e  ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  e incub das durante 15 rnin a 5.C. En todos 10s casos, 
1 os 01 i gasacsri dos sensi b les  a Endo-H fueron a i s l  ados y separados por croma- 
t og ra f f a  en papel con solvente C. 
Standards como en l a  Fig. 21. 
cm desde origen 
Figura  26. Com o s i c i b n  de l  01 i osacdrido lucos i lado.  A. E l  compuesto que 
- *b e  3 u i  do y t r a t a d o  con migr6  e z r e  Mang c c Y Man-] c c en a 
4-manosidasa. Los productos de l a  d iges t i 6n  f u e r o ~ c r m a t o g r a f i a d o s  en papel 
con solvente D. B. Las sustancias seilaladas en t re  corchetes en A fueron 
e lu idas  y sometidzs a h i d r 6 l i s i s  3cida t o t a l .  Los productos fuero; croma- 
tog ra f i ados  en papel con so lvente  B. 
Standards: 1, manosa; 2, Man2; 3, Man3; 4, Man4; 5, G1clMan4G1cNAc; 6, 
glucosa; 7, galactosa. 
G l  clMan4Gl cNAc y G l  clMangGl cNAc produ j o  gl  ucosa (Fi g. 260). -.. Este resul tad0 
demuestra que el  mecani smo de gl ucosi 1 aci bn t rans i  t o r i  a de 01 i gosacd r i  dos 
unidos N-gl icosTdicamente a protefnas funciona tambien en C. fasciculata. 
3.3.1.7.Marcaci l n  - de 01 i gosaclr i  dos sensi b l  es Endo-H - con (2A)manosa 
Cuando c6l ulas de - C. fasciculata fueron incubadas durante tiempos 
breves en presenci a de (2-3~)manosa, se obtuvo un p e r f i l  c rana tog r l f i co  de 
o l igosac~r idos  sensibles a Endo-H como e l  que se muestra en l a  Fig. 27A. -
Prscticamente e l  mismo p e r f i l  se obtuvo luego de marcar las c6lulas durante 
2,5 min, 5 min, 10 min y 15 min. Dos hechos merecen destacarse. en esta 
f igura; en primer lugar, e l  pico pr inc ipa l  . carac ter ls t i co  presenta una 
pequefia "cola" hacia l a  zona de menor movilidad. Esta "cola" podrfa contener 
a1 compuesto de composicibn GlclMan7GlcNAc. Este hecho sugiere que 10s ol igo- 
sacir idos t rans i  t o r i  amente g1 ucosilados w encuentran en muy pequeRa can- 
t idad, y por eso sblo pueden ser detectados claramente cuando las d l u l a s  se 
incuban durante muy cor to tiempo con ( ~ - ~ ~ ~ ) g l u c o s a ,  ya que en esas con- 
diciones l a  act iv idad especff ica de 10s residuos de glucosa es mucho inSs a l t a  
que l a  de 10s residuos de manosa. En segundo lugar, se observa un pequeiro 
p5co que comi gra con un standard de ~an6GlcNAc. Este canpuesto podr5a ser el  
i ntermedi a r i  o b ios i  n t e t i c o  entre lbn7Gl cNAc y Gal lMan6Gl cNAc. Su escasa can- 
t i dad  se explica suponiendo que l a  p6rdida de un residuo de manosa del ol igo- 
sacarido y l a  entrada de un residuo de galactosa son procesos casi 
simultineos, de modo que nunca se acumula e l  compuesto intermedio de can- 
posicibn Man6GlcNAc2. No queda c lar0 por qu6 no se detect8 este cnpuesto 
cuando la, c6l ulas fueron marcadas con ( u - ~ ~ c ) ~ ~  u osa. 
resistente I 
cm desde origen 
Figura 27. MarcaciBn con 2 4  manosa. Celulas de C. f asc i cu la ta  ( 6  g )  fueron 
1 h 3 h n  de marcacmn contemendo 2 m C i  de res speXidas en 1 1 3  e (2- H)manosa a 28°C. Se re t i r a ron  al fcuotas de 3 m l  a 10s 2,5 y 5 min, y de 2 
m l  a 10s 10 y 15 min. E l  p e r f i l  cromatogr8fico en solvente C de 10s o l igo-  
sacfr idos sensibles a Endo-H de l a  muestra de 5 min se muestra en e l  panel A. 
0. Porcentaje de rad ioact iv idad sensible y res is ten te  a Endo-H en cada una -de 
- 
l a s  alTcuotas. C. E l  mater ia l  seRalado entre corchetes en A fue eluido, some- 
t i d o  a h i d r g l i g s  Bcida suave (secci6n 2.4.3.) y recroma5graf iado en papel 
con solvente C. 
Standards como en l a  Fig. 21. 
Las sustancias presentes en e l  p ico  p r inc ipa l  de l a  Fig. 27A - fueron 
eluidas y sometidas a h i d r b l i s i s  'acida suave. Como se recordars, este t r a t a -  
miento produce l a  l i be rac i6n  de 10s residuos de galactofuranosa. Cuando el  
mater ia l  as9 t ra tado  se ani t l izb por cromatografia en papel con solvente C, se 
observ6 l a  apar ic ibn de dos picos con movilidades correspondientes a 
. . d 3 L . , &  
Man7GlcNAc y Man6GlcNAc (Fig. 27C). - Esto demuestra que tambign en este caso 
esthbamos en presencia de una mezcla de Man7GlcNAc y Gal lMangGl cNAc. 
Como ya se mencionb (seccibn 3.3.1.1.), l a  apar ic ibn de l a  res is ten-  
c i a  a Endo-H en o l i  gosacfr idos unidos N-glicosfdicamente a prote ina en - C. 
fasc icu la ta  es un hecho sumamente rapido. En l a  Fig. 27B - se observa l a  
c ing t i ca  de apar ic ibn de res is tenc ia  a Endo-H luego de marcar cg lu las de - C. 
fasc icu la ta  con (2-3~)manosa. A 10s 5 min de marcaciln ya se ha alcanzado l a  
proporci 6n f i  nal . Aproximadamente e l  70% de 10s 01 i gosacf r i  dos fueron sen- 
s i b l e ~  a Endo-H en estas condiciones. 
3.3.1.8.01 i gosac3ridos r e s i  stentes 5 Endo-H 
Como se mencionb en l a  secci6n 3.3.1.1., despues de marcar cg lu las de 
C. fasc icu la ta  con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante tiempos superiores a 10 min, 
- 
aproximadamente e l  35% de 10s 01 i gosac8ri dos uni dos a prote ina eran res t  sten- 
tes  a Endo-H. Los g l  i copept idos resistentes a Endo-H fueron totalmente 
rest  stentes a d-manosi dasa y a k g a l  actofuranosidasa. Cuando estos compues tos 
fueron sometidos a h i d r d l i s i s  Bcida suave, se produjo l i b e r a c i l n  de mater ia l  
rad ioact ivo que no migrb en e lec t ro fo res is  en Scido f6rmico 5% (Fig. 28A). 
Dicho mater ia l  estaba cons t i tu ido  por galactosa y d r a  sustancia que no 
migraba en cromatografFa en papel con solvente A (Fig. 28g). La oxidaci6n 
cm desde origen 
F i  ura 28. 01 igosac6ridos res is tentes a Endo-H. A. Los g l  icopept idos 
F & € e n ~ s  a kndo-ti obtenldos de eel ulas 6 m i c u i a t a  incubadas en pre- 
sencla de (u-I C)glucosa en l as  condiciones d F l a  Fig. 21A fueron sometidos a 
h i d r g l i s i s  acids suave y 10s productos fueron corr idos G e lec t ro fo res i s  en 
papel en f c i do  fdrmico 5%. B o  El p ico neutro de 4 fue e lu ido y cromatogra- 
f i ado  en papel con s o l v e n t e l .  C. E l  p i co  cargado de A fue eluido, incubado 
con Endo-H y somet i do  a una segulda e l  ec t ro fo res i  s en Tapel  en i c i  do f6rmico 
5%. - 0. E l  p ic0  neutro de - C fue e l  u ido y cromatograf iado en papel con solvente 
C . 
Standards: 1, g l  ucosa; 2, a lactoia;  3 man-osa; 5, Man5Gl cNAc; 6, Man6GlcNAc; il 7, Man7GlcNAc; 8, WngGlcM c; 9, M ~ ~ ~ G ~ C N A C .  
suave de glicopi5ptidos resistentes a Endo-H con NaIO4 y su pos ter io r  reduc- 
c i6n  e h id r6 l  i s i s  produjeron l a  transformaci6n de l a  galactosa en arabinosa, 
demostrando que tambien en este caso 10s residuos de galactosa se encuentran 
en conf i guraci 6n furan6sica. Los g l  icopgpt idos que habran sido tratados con 
dcido se volvieron sensibles a Endo-H, t a l  cano se observa por l a  aparici6n 
de un prominente pico n e u t f e  en e lect rofores is  en 5cido f6rmic0, luego de l a  
incubaci6n con l a  enzima (Fig. 28C). - Los oligosactiriQos l iberados de esta 
forma corr ieron como Man7GlcNAc y MangGlcNAc en cromatograffa en papel con 
solvente C (Fig. 28D), - y fueron totalmente sensibles a d-manosidasa, 
l iberando manosa y ManGlcNAc por digesti6n con l a  enzima. La ace t6 l i s i s  de 
estos compuestos produjo p e r f i l e s  cromatogrdficos iddnticos a 10s de l a  Fig. 
24=, es decir, Man~GlcNAc t iene l a  misma estructura que el  ol igosacf r i d o  
a i  slado' del Do1 -P-P-deri vado, y exi sten dos is6meros de Man6Gl cNAc (secci 6n 
3.3.1.5.). Estos resultados sugieren que 10s ol igosaclr idos resistentes a 
Endo-H t ienen l a  misma composici6n y estructura que 10s sensibles, pero que 
poseen ademis o t ro  sustituyente, que es l iberado por un tratamiento Bcido 
suave, y que no migra en e lect rofores is  en medio 'Icido n i  en cranatograffa en 
papel con solvente Aw Este sustituyente confer i  r5a a 10s oligosacdridos su 
resistenci  a a Endo-H, 4-manosidasa y ~ g a l a c t o f ~ r a n o s i d a s a .  Su natural eza 
qufmica no ha sido establecida. 
3.3.2.01 i gosacd r i  dos uni  dos a proterna - en C r i  t h i  d i  a harmosa 
Los resultados obtenidos a1 marcar cglulas de C. harmosa con 
( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  fueron muy 's imilares a 10s obtenidos con - C. fasciculata. En l a  
Fig. 29A-B  se observa e l  p e r f i l  cromatogrSfico de 10s ol igosacfr idos sen- 
sibles a Endo-H obtenidos a p a r t i r  de glicopeptidos de C. harmosa incubada 
- 
con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante 10 minutos (Fig. 29A) o durante 20 min. + 80 min. 
de "chase" con medio de crecimiento canpleto (Fig. 29B). - Se observa, cano en 
e l  caso de C. fasciculata, un pic0 pr inc ipa l  que corre apenas delante de un 
standard de Man7GlcNAc. Otro pico d s  lento, que corre entre Man7GlcNAc y 
Man8GlcNAc, se observa en l a  muestra de 10 minutos de marcacidn. Este p ic0 
corresponde a GlclMan7GlcNAc (ver mhs adelante) y es product0 de l a  glucosi- 
1 aci dn t rans i  t o r i  a de Man7Gl cNAc, ya que su proporci dn re1 a t i v a  d i  smi nuye 
marcadamente en l a  muestra del "chaseu. Se observa tambien un p ic0 correspon- 
diente a MangGlcNAc, y un pequeRo p i c0  mayor de movil idad en l a  muestra de 
Uchase", que probabl emente corresponda a MangGl cNAc, 
Cuando 10s 01 i gosaclridos sensi b les a Endo-H se smet  i eron a h id rb l  i s i s  
l c i d a  suave, se observo l iberac ibn de galactosa. Esto parece ind icar  que tam- 
bien en - C. harmosa 10s residuos de galactosa se encuentran en configuracidn 
furanbsica. 
Los 01 i gosaclridos resul tantes del tratami ento Scido suave fueron 
recromatografiados en papel con solvente C. E l  p e r f i l  obtcnido para l a  
muestra de 10 min de marcacibn se presenta en l a  Fig. 29C. - Se obseva q w  e l  
tamaRo del p i  co correspondi ente a Man761 CNAC + Gal lMan6Gl cNAc ha d i  smi nui do 
ligeramente, debido a l a  radioact iv idad perdida en forma & galactosa, y se 
observa adeds un aumento r e l a t i v o  en e l  tamaiio del p ic0 de MangGlcNAc. La 
variacien en l a  proporci bn re la t i va  de 10s p icot  es pequeiia; esto se &be a 
que l a  cantidad de ol igosacl r ido gulactosi lado presente en este caso es mucho 
menor que en C, fasciculata. Por e l lo ,  l a  cantidad de mdioact iv idad que 
nodl f i ca  su movi 1 i dad c r m t o g r g f  i ca de l a  posi c i  dn correspondi ente a 
F i  ura 29. O l i  osaczridos unidos a rotefna en C. harmosa. Celulas de C. har- 
ueron r e s s d x s  en m l d e s o l u c i 6 n  de marcaci6-con- 
teniendo 100 pCi de (U- 
,
*m ;5'C)gluc~sa a 26.C. A l o r  10 rnin se r e t i r l  una 
a l fcuota de 5 m l  (panel A), y a 10s 20 min se agregaron 3 m l  de medio de 
c u l t i v o  y se pros igu i6  la7ncubac i6n por 80 min mbs (panel 8). En ambos casos 
1 os 01 i gosacari dos sensi b les a Endo-H fueron aislados y cFomatografi ados en 
papel con sol vente C. C. Los o l igosac i r idos sensibles a Endo-H de l a  muestra 
de 10 min fueron someTidos a h i d r b l i s i s  'acida suave. Parte de l a  radioac- 
t i v i d a d  se l i b e r b  como galactosa. E l  resto fue cromatografi ado en papel con 
solvente C. 0. Los g l i c o p ~ p t i d o s  resistentes a Endo-H de l a  muestra de 100 
min fueron Smet idos a h id rb l  i s i s  'acida suave y pos te r io r  incubaci6n con 
Endo-H. E l  mater ia l  l iberado por l a  enzima luego del t ratamiento Bcido fue 
cromatografi ado en papel con solvente C. 
Standards como en l a  Fig. 21. 
Man7Gl cNAc a aquel l a  de Man6Gl cNAc es despreci able. 
Cuando e l  compuesto que migrlj en t re  Man7Gl cNAc y Man8Gl cNAc en l a  Fig. 
29A - fue t ra tado con d-manosidasa, se obtuvi eron dos 01 i gosacZri dos que 
m i  graron en cromatograf f a  en papel como G l  clMan5Gl cNAc y G l  clMan4Gl cNAc. La 
h id rb l  i s i s  Bcida de estos 81 timos li berb g l  ucosa radioactiva, con f i  rmando l a  
ident idad del compuesto o r i g i na l  como GlclMan7GlcNAc. A d i fe renc i  a de l o  
observado en C. fasc icu la ta ,  en - C .  harmosa se observa l a  presencia de 
GlclMan7GlcNAc a8n en l a  muestra de 'chaseY, s i  b ien su cantidad se encuentra 
muy disminuida, y se detecta s61o como un "hombro" del p i co  p r i nc ipa l  (Fig. 
29g) . 
Los o l igosac i r idos resistentes a Endo-H de C. harmosa presentaron un 
comportamiento id t in t i c0  a 10s compuestos correspondi entes de C. fasc icu la ta .  
Asf, un t ratamiento hcido suave l i b e r 6  galactosa de 10s mismos y 10s vo lv i6  
sensi b les a Endo-H. E l  p e r f i  1 c romatogr~ f i co  de 10s o l igosac i r idos  li berados 
por Endo-H luego del t ratamiento k i d o  se presenta en l a  Fig. 290. - Tal cmo 
en e l  caso de C. fasc icu la ta ,  se observa Man7GlcNAc y Man6GlcNAc. Tanto en 
10s casos de Man7GlcNAc y MangGlcNAc aislados de gl icop6pt idos sensibles a 
Endo-H o resistentes,  su tratamlento con O(-manosidasa produjo manosa y 
ManGl cNAc. 
S i  bien 10s 01 igosacaridos unidos a Dol-P-P no fueron estudi  adds, puede 
concluirse en base a 10s resultados obtenidos con 10s ol igosac8r idos unidos a 
protefna de - C. harmosa, que e l  mecanismo de g l i cos i l ac l bn  y procesamiento de 
gl icoprotefnas en este organism0 es muy s im i l a r  a1 encontrado en C. fascicu- 
l a t a  es deci r, debe ser Man7Gl cNAc2 e l  01 i gosacir ido t r ans fe r i do  de 001-P-P a 
-
protefna. Las d i ferenc ias ent re  ambos organismos consisten en que en e l  caso 
de - C. harmosa se detectan Man6GlcNAc y MangGlcNAc (Fig. 29B) - ent re  10s o l igo -  
sacdridos sensi b les  a Endo-H, y e l  01 i gosaclr ido G l  clMan7Gl cNAc es au'n detec- 
tab le  luego de un prolongado "chase". 
3.3.3.01 i gosacZri dos unidos - a pro te rna  - en Leptomonas samuel i 
3.3.3.1.Perfi 1 - de 01 i gosacf r i dos  sensi b les - a Endo-H 
C6l u las de , samuel i fueron incubadas en presenci a de ( ~ - ~ ~ ~ ) c ~ l u c o s a  
durante 5, 10 y 20 min. Luego se h izo un "chase" con medio de crecimiento 
completo durante 180 m i  n. Los g l  icop6ptidos radioact ivos fueron obtenidos 
segSn se describe en l a  seccibn 2.3.3. Los ol igosacf  r i dos  sensibles a Endo-H, 
obtenidos por incubacibn de 10s gl icop6pt idos con l a  enzima fueron corr idos 
en cromatografra en papel con solvente C. Los resultados de l a s  muestras de 5 
y 10 min. y: del 'chase" se observan en l a  Fig. 30. El  p e r f i l  obtenido es 
c m p l e j o  y se modif ica con e l  tiempo de marcacibn. En todos 10s casos se 
observan picos con l a  movi 1 idad cromatogr l f ica de MangGl cNAc y ManaGlcNAc y 
en menor cantidad, Man7GlcNAc y MangGlcNAc. Eso ind ica  que MangGlcNAc2 fue 
t ransfer ido de Dol-P-P a proteinas, despugs de l o  cual ha su f r ido  l a  p6rdida 
de hasta t r e s  residuos de manosa. 
Debe destacarse l a  presencia de compuestos con movil idad crana- 
togra f i ca  mayor que l a  de MangGlcNAc en l a  Fig. 30L. Puede presumirse que 
dichos compuestos t ienen exi  s tenc i  a permanente y no t r a n s i  t o r i  a, ya que per- 
manecen luego de un prolongado "chase" con azScar no marcado. La presencia de 
estos compuestos sugi ere que en este organismo, e l  01 i gosacarido 
#ngGlcWAc2 es elongado por adic ibn de residuos de azOcar despues de su 
cm d t s d t  origan 
F l  ura 30. 011 osacdridos sensibles 
*I ~er-en presencl i  
y 20 mln seguidos de 180 
=tar en l a  seccl6n 2.2.2. Los 
alslados y crornatografiados en papel con solvente C. 
Standards como en l a  Fig. 21. 
transferenci a a protef nas. 
Otro rasgo destacable de 10s pe r f i l es  cromatogr6ficos de 'la Fig. 30 
es l a  presenci a de picos con movil idades cromatograficas intermedi as entre 
aquellas de 10s standards de MangGlcNAc, MangGlcNAc, etc. Como se d i scu t i rL  a 
cont inuaciln, dichos picos parecen estar consti t u i  dos por una mezcla de 
sustanci as. 
3.3.3.2.Sensi b i  1 i dad $-manosf dasa. Composi c i l n  - de aziicares 
Las sustanci as con movi 1 idades cranatogrlif i cas correspondi entes a 
G l  clMangGl cNAc. G l  clMan8Gl cNAc y G l  clMan7Gl cNAc en l a  Fig. 30A - (es deci r, 
aquel las  que migraron de t r t s  de MangGl cNAc, entre MangGl cNAc y MangGlcNAc y 
entre MangG1 cNAc y Man7Gl cNAc, respect i vamnte) , fueron e l  uidas y tratadas 
con C(-manosi dasa. Los productos de l a  degradaci b enzindt ica fueron separados 
por cromatograffa en papel con sol vente D. Los resul tados obtenidos se obser- 
van en l a  Fig. 31. Puede observarse, en todos 10s casos, un importante p ic0  
de manosa y un pequefio p ic0 de ManGlcNAc. La presencia de este Oltirno 
demuestra l a  exi  stenci a de 01 i gosacsri dos totalmente sensi b les a -mnosidasa 
en las t res  mes tras. Puede concl u i  rse que MangGl cNAc2 f ue efect ivamente 
t ransfer ido a protefnas y s u f r i b  despues demanosilacibn. 
Puede observarse en l a  Fig. 31 que existen compuestos que son par- 
c i  almente res i  stentes a d-manosidasa. Cuando estos compuestos fueron e l  u i  dos 
y sometidos a h i d r b l i s i s  Scida to ta l ,  se obtuvieron 10s resultados que se 
presentan en l a  Fig. 32. Puede observarse que l a  canpos ic ib  de 10s picos 
rest stentes a d-nanosi dasa es variable, obteni bdose  en unos casos lanosa, 
glucosa y galactosa (Fig. 32=), mientras en o t r o  caso sblo se obtuvo galac- 
cm desde origen 
F i  ura 31. Sensibi l idad a -manosidasa. Las sustancias seRaladas como 1, I1 y 
h n ~ a  1 3UA pXne +Y es 5, respecti  vamente) fueron e l  u i  das, 
d i  garidas con o( -man~i iasa y crmatograf  i adas en papel con solvente 0. 
Standards: 1, manosa; 2, Mane; 3, Man3; 4, Man4. 
Let rurtanclas t r l l r d a s  cam A-r, k b .  
B, & y 0, m p e c t l v r a n t r ) ,  fueron 
t 8 a l  y cra r togre f l rd rs  en prpel con 
soiventi B o  
Standards: 1, manora; 2, plucosr; 3, prlrctosr;  4, glucosamlna. 
tosa rad ioact iva (Fig. 32A). Puede conclui r se  que tambien en - L. samuel i se 
produce l a  g l  ucos i l  ac i  dn de MangGlcNAc2, Man8Gl cNAc2 y Man7Gl cNAc2 para dar 
1 os respect i vos compuestos g l  ucosi 1 ados, ya que a1 t r a t a r  10s compuestos con 
1 as correspondi antes movi 1 i dades c r m a t o g r l f  i car con 4-manosidasa, se obtu- 
v l  eron en todos 1 os casos productos con movi 1 idades cranatogrLf icas 
correspondi entes a G l  clMan5Gl cNAc y G l  clMan4Gl cNAc, 1 os cual es 1 i beraron g l  u- 
cosa radi  o a c t i  va por h i d ra l  i s i  s Bcida. Otra reacci bn de procesami ento que 
ocurre en este  organism0 es l a  adlcibn de residuos de galactosa a o l igo -  
sacdridos sensibles a Endo-H. No pudo establecerse s i  10s residuos de g l  ucosa 
y galactosa estaban unidos a un mlsmo oligosacarido. Sin embargo, parece 
Improbable que as1 sea, ya que en ese caso, 10s ol igosacdrldos res is tentes a 
&anosldasa deberlan haber presentado movi 1 i dadcs cromatogrlf  icas mnores . 
Las sustancias que migraban como A-a, A-b, 0-a y C-a (Flg. 31B). 
pero obtcnidas de c i l u l a s  de C, samueli Incubadas con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o t a  duran e 
20 mln, fueron sometidas a un tratamiento Scido suave. El rasultado de! dlcho 
t ratamlento se observa en l a  Fig. 3% Se produjo I ibe rac lbn  de galactota. 
Las sustanclas res is ten ta t  a este tratamlento fueron s q e t l d a s  a h i d r 6 l  i s i s  
ac l  da t o ta l .  Como se observa en l a  F i  g. 33g, se obtuvo g l  ucosa, rnanosa y a1 go 
de glucosamina, pero no se obtuvo galactosa. En otras palabras, todos 10s 
reslduor dar gal actosa fueron li berados por e l  t ra taml rn to  l c t d o  suave. Como 
ya se dlscut18 (ver seccibn 3,3.1,4,), l a  l a b l l i d a d  a1 acldo es carac- 
t e r f s t l c a  de atticares en conf igurac i  bn furanbsica. Para conf l  m a r  csto, e l  
mater ia l  qurr migrb t m o  I en l a  F ig*  30B- fue sometido a una o ~ i d a e l 6 n  suava 
0 5 10 15 20 
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~idrdlisis dcida suave 1 A A-=+A-b+B-a* C- a - 
cm desde origen 
Figura 33. Presencia de residuos galactofuranbsicos. El materi  a1 seiialado 
como A-a, A-b, B-a y C - a  
en la 
. 31, per0 obtenidot  de una muestra de 
ce lu las  de L. samueli incubadas con ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante 20 min fue eluido, 
reunido y s G e t i d o  a h i d rb l  i s i s  'acida suave. Los productos fueron cromatogra- 
fiados en papel con solvente D. E. El mater ia l  que permaneci6 en e l  or igen en 
A fue eluido, h id ro l i zado  totalmente y cromatografiado en papel con solvente 
A. C. El mater ia l  seiralado como I en l a  Fig. 308 fue sometido a oxidacidn 
sua% con NaI04, reducci6n e h i d r b l i s i s  Bcida tF ta l .  Los productos fueron 
cranatograf i  ados en papel con solvente A. D. El materi a1 seiialado ent re  
corchetes en - C fue e lu ido  y sometido a e lec t r6 fo res is  en papel en bbrax 1,9%, 
pH 9. 
Standards: 1, manoia; 2, g l  ucosa; 3, gal actosa; 4, gl'ucosami na; 5, arabi nosa. 
con ~a104 Y poster ior  reducci 6n con NaBH4 e h i d r b l i  s i  s Bci da to ta l .  Como se 
observa en l a  Fig. 33C-D, este tratamlento convl r t i 6  a todos 10s residuos de 
galactosa en arabinosa.  PO^ 10 tanto, puede concluirse que en - L. samuell, a1 
Igual que en - C. fasciculata y - C. harm,osa,, 10s oligosacaridos unidos N- 
gl'icoslrdicamente a protef  nas cont i enen residuos de gal actosa en conf i guracl bn 
furanbsica. 
3,3.4,011 gosacsri dos unl dos & pro te tna  en Herpetomonas samuel pessoal 
E l  perf11 cranatogrSflco de 10s o l lgosac~r idos  unldos a protefna sen- 
s i b l e ~  a Endo-H de & samuelpessoai se presenta en l a  Fig, 34. Pueden notarse 
algunas analogtas con e l  caso de L. samuel I dlscut ldo prevlamente: se observa 
l a  presencla de picos con movilldad menor que l a  de MangGlcNAc, suglrlendo 
que e l  oligosacSrldo MangGlcNAc2 es elongado luego de ser t ransfer ldo a 
- h u  
.r r 4 prateha; aslmlsmo, a tlempos . breves de marcacl bn, se detectan compuestos con 
muvl1 ldades i ntermedi as entre MangGl cNAc y MangGl cNAc, que podrf an 
corresponder a 01 I gosacSrldos trans1 t o r 1  amente gl  ucosl l  ados, A d l  ferencl  a de 
l o  observado con samuel I, e l  compuesto de menor .tamaRo obtenldo en H, 
sawelpessoal corre cano MangGlcNAc. Aparentemente, en este organlsrno el 011- 
gosac~r ldo t ransfer ldo a l a  protefna puede perder ~ $ 1 0  un reslduo de manosa. 
Los compuestos con movll ldades lgual  es o mayores que MangGl cNAc (entre 
corchetes en l a  Flg. 34A) de l a  muestra de 5 mln. de marcacl8n fueron eluldos 
y tratados con O(-manosldasa. E l  resultado se observa en l a  Flg. 35A. 
N~evarwn te~  se obtuvo manosa y ManGlcNAc, demostrando que . MangGlcNAc se 
encontraba present4 en l a  muestra. Se obtuvieron ademas varlos plcos de 
sustanclas p a r d  almente res l  stentes a l a  enzlma. Estos plcos fueron e l  u l  dos 
cm desde origcn 
F i  ura 34. O l i  osaclr idos sensi b les a Endo-H de H. sam e l  essoai. CGlulas de 
e h i n c u b a d a s  eTi presenc- 3 a & s a  durante 5 
xna-(B) y 20 m i  n seguidos de 180 min de 'chase" (C) , en l as  con- 
d i  ciones descr iptas en l a  secci6n 2.2.2. Los 01 i gosaciiridos sensibles a 
Endo-H fueron aislados y cromatografiados en papel con solvente C. 
Standards como en l a  Fig. 21. 
cm dcsde origen 
F i  ura 35. Com osic ibn de azccares. A. El materi a1 seiialado c m o  I en l a  Fig. 
& u f i l i 3 & T E j Z r r ~ r o ~ a 6 s i  dasa y cramatograf i ado en papel con 
soTvente 0. 8-0. Los picos seiialados en e l  panel A c m o  A-a (panel B ) ,  A-b 
(panel C )  y T c  (panel E) fueern eluidos y s m 8 i d o s  a h i d r 6 l i s i r  l c i d a  
t o ta l .  fis productos fueron c rma tog ra f i  ados en papel con solvente A. 
Standards: 1,. manosa; 2,  man^; 3, Man3; 4 Man4; 5, glucosa; 6, galactosa; 7, 
g l  ucosami na. 
separadamente y sometidos a h i d r b l i s i s  'acida t o t a l .  Como se observa en l a  
Fig. 35, 10s monosac6ridos obtenidos fueron manosa y glucosa en un caso (Fig. 
35D), - manosa y galactosa en o t r o  caso (Fig. 35B) - y manosa, glucosa y galac- 
tosa en o t r o  (Fig. 352). Este resultado prueba que l a  muestra o r i g i n a l  estaba 
compuesta por una mezcla compleja de ol igosac8ridos: uno de e l  10s tota lmente 
sensible a d-manosidasa (MangGlcNAc) y otros parcialmente res is ten tes  a l a  
enzima que contenian, ademzs de manosa y N-acet il g l  ucosami na, g l  ucosa y /o  
gal actosa. 
Cuando una muestra de l a s  mismas carac te r i s t i cas  (compuestos de mov i l i -  
dades iguales o mayores que MangGlcNAc), per0 obtenida de una muestra de 
c i i lu las  de - H. samuelpessoai incubadas con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante 10 min fue 
sometida a una h i d r b l i s i s  Bcida suave, s6lo se produjo l i be rac i6n  de galac- 
tosa (Fig. 36A). Los compuestos que permanecieron en e l  or igen en l a  Fig. 
36A, - es deci r, aquel 1 os r e s i  stentes a1 t ratami ento Bcido suave, a1 ser  some- 
t i d o s  a h i d r b l i s i s  'acida t o t a l ,  s6lo dieron glucosa y manosa (Fig. 368). - En 
ot ras  pal abras, tambi Gn en - H. samuel pessoai 1 os residuos de gal actosa presen- 
t es  en 01 i gosac8ri dos uni dos M-gl icos7dicamente a proternas son extremada- 
mente Bci do-18bi l e s  , y probabl emente tambi iin se encuentren en conf i guraci 6n 
furan6sica. 
3.3.5 01 i gosachri dos un i  dos - a proteyna - en Trypanosoma d i  oni s i  i 2 Trypanosoma 
conorhi n i  
Los resultados obtenidos con T. d i o n i s i i  y - T. conorhin i  fueron muy 
simi 1 ares, de modo que ser5n presentados con juntamente. 
En l a  Fig. 37 se observa e l  p e r f i l  de ol igosac6ridos unidos a pro te fna 
cm desde origen 
Figura 36. Presencia de residuos galactofuranSsicos. A. El mater ia l  seiialado 
como 1% l a  Fig. m ~ ,  per0 obtenido de una rnueFtra de c6 lu las  de H. 
samuel essoai incubadas-con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante 10 .in fue e lu ido  y some- 
h i  s i  s l c i  da suave. Los productos fueron c rma tog ra f  i ados en papel 
con solvente B. B. El mater ia l  que permaneci6 en e l  o r i  gen en A fue e l  u ido y 
sometido a h i d r s i  s i  s l c i d a  t o t a l .  Los productos fueron cromaFograf i ados en 
papel con sol  vente B. 
Standards: 1, manosa; 2, g l  ucosa; 3, gal actosa; 4, g l  ucosamina. 
y sensibles a Endo-H de d l u l a s  de T, d i o n i s i i  incubadas con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  
durante 5 minutos (Fig. 37A), - o 20 m i  nutos seguidos de 180 m i  nutos de "chase" 
(Fig, 37B), - y e l  p e r f i l  correspondiente a celulas de - T. conorh in i  incubadas 
ba jo  estas Dlt imas condiciones (Fig. 37c). Puede observarse que 10s paneles - B
y - C de l a  Fig. 37 son sumamente semejantes, d i f i r i e n d o  sBlo en l a  proporci6n 
r e l a t i v a  de algunos picos. Como se ve en l a  Fig. 37B-C -' l a s  muestras del 
"chase" presentan un per f  i 1 compuesto por picos con movi 1 idades croma- 
t o g r h f i  cas correspondi entes a Mang,5GlcNAc, demostrando que MangGl cNAc2 su f re  
un proceso de demanosilaci6n despues de su t ransferenc ia  a proteFnas. En l as  
muestras correspondi entes a tiempos breves de marcaci 6n se observa l a  presen- 
c ia,  ademds de MangGlcNAc, de t r e s  picos: uno que corre  detras de MangGl cNAc, 
o t r o  ent re  MangGlcNAc y Man8GlcNAc y e l  te rcero  ent re  Man8G1cNAc y 
Man7GlcNAc. Estos compuestos son de existencia t r a n s i t o r i a  ya que no se 
detectan en l a s  muestras de "chase". Debe destacarse que un p e r f i l  sumamente 
s i m i l a r  se obt iene con epimastigotes de -- T. cruz i  (91). 
3.3.5.1.Anhl i s i  s es t ruc tu ra l  
Cuando cualquiera de 10s picos de l a s  muestras de "chase", (Fig. 
3 7 8 4 )  - fue sometido a degradac ih  0(-manosidasa, se obtuvo un p e r f i l  cro- 
matogr f f ico  como e l  que se muestra en l a  Fig. 38c, es decir ,  manosa y 
ManGlcNAc. Esto demuestra que l a  ident idad de dichos compuestos coincide con 
w .  . 
. - l a  de 10s standards cromatogr8ficos, y que MangGlcNAc2 fue t r ans fe r i do  de 001- ; I 
P-P a prote f  nas para ~ e r '  1 uego demanosi 1 ado. 
En l a  Fig. 38A se observa e l  p e r f i l  qromatogrf f ico obtenido a1 incu- 
bar con ~ m a n o s i d a s a  a1 compuesto que migraba entre Man8Gl cNAc y Man7GlcNAc 
0 5 10 15 20 25 30 35 
cm desde origen 
F i  ura 37. 011 osaclr idos senslbles a Endo-H e T. d i o n i s i i  y: T. conorhini . 
h s - d e  *eron i n c u b a a h k c ~ n ( d ~ g ~ d u r a ~ i ~ )  
y 20 min s q u w  180 min de "chase" (B). .& Qlulas de T. conorhii i i  
fueron incubadas en presenci a de (u- l4c)gl  ucosa durante 20 m i  nxgui dos de 
180 min de "chase". Las condiciones de l a  incubaci6n se describen en l a  sec- 
c idn 2.2.2. LOS oligosacdridos sensibles a Endo-H fueron aislados y crana- 
tograf i  ados en papel con solvente C. 
Standards cmo en l a  Fig. 21. 
cm desde origen 
F i  ura 38. Com osic i6n de azBcares. A. E l  p ico  I I 1  de l a  Fig. 37A fue elu ido,  
*d0c6*~ y crmato<rafiado en papel con s o l v G t e  D . €3. E l  
mater ia l  seRalado en A como A-a fue e l  uido, h i d r o l  i zado totalmente y crana- 
t o g r a f i  ado en papel con solvente A. C. E l  p ico  que m i  graba como Man8GlcNAc en 
l a  Fig. 378 fue eluido, d iger ido corq-manosidasa y cromatografiado en papel 
con solvente D m  
Standards: 1, manosa; 2, Manz; 3, Mang; 4, Man4; 5, glucosa; 6, galactosa; 7, 
ManGl cNAc. 
de l a  Fig. 37A. - Se obtuvo manosa y dos picos que corren detrhs de un standard 
de Manq, con movi 1 i dades correspond1 entes a G l  clMan5Gl cNAc y G l  clMan4Gl cNAc. 
Para confirmar su identidad, dicho mater ia l  fue sometido a h i d r b l i s i s  'acida 
t o ta l .  E l  resul tado se presenta en l a  Fig. 38B. - Se observa un p i c0  de glu- 
cosa. Este resul  tad0 demuestra que e l  01 i gosac6rido se encontraba efec- 
tivamente g l  ucosilado. Iden t i co  resul tado se obtuvo a1 apl i c a r  este 
tratamiento a 10s compuestos que migraban detrhs de MangGlcNAc y entre 
NangGlcNAc y Man8GlcNAc en l a  Fig. 37A. - Puede conclui rse que l a  cmposic i6n 
de estos 01 i gosacari dos es G l  clMangGl cNAc, G l  clMangGl cNAc y G l  clMan7Gl cNAc, y 
que e l  mecanismo de g lucos i lac lbn t r a n s i t o r i a  opera tambidn en - T. d i o n i s i i  y 
T. conorhini . 
- 
Los compuestos que m i  graban como ManaGlcNAc y Man7GlcNAc en l a  Fig. ' 
37C, - fueron eluidos y sometidos a ace tb l i s i s .  Los resultados se presentan en 
l a  Fig. 39A - y - B, respectivamente. Se observa en ambos casos manosa, mano-' 
biosa, manotriosa, ManqGlcNAc y un p i c0  que corre  ent re  Man3 y Manq, en l a  
posic i i jn de MangGlcNAc. Por d r a  parte, cuando l a  manobiosa de l a  Fig. 396- 
fue eluida, reducida y corr ida en e lec t ro fo res is  en molibdato, se obtuviero 
dos picos, uno neutro y uno cargado (Fig. 39C), - demostrando que e l  p i c0  
manobiosa estaba formado necesariamente por dos is6meros. ManC(l+2~an 
ManC(1+3~an. Estos compl e jos  per f  i 1 es pueden expl i carse suponi endo que po 
demanosi 1 ac i  6n de MangGl cNAc2 se obt i enen 01 i gosachri dos de canposi c i  6 
Man8GlcNAct y Man7GlcNAc2 que son una mezcla de i sbmeros. 
Pueden imaginarse t r e s  is6meros de Man8GlcNAc y c i  nco i s h e r o s  de 
Man7G1cNAc. Las estructuras probables de 10s is6meros de Man~GlcNAc y 
Man7GlcNAc de T. conorhini  se presentan en l a  Fig. 47. Oebe destacarse que 
Acetdlisis 
cm desde origen 
F i  ura 39. A c e t l l i s i s .  Las sustancias que migraron cano MangGlcNAc y 
~ C N I I E  en l a  f l gu ra  37C ( p a n e l s  A y 1, respectivamente) fueron eluidas, 
sometidas a acet6l i s i s  y E s  productos fueron cromatografiados en papel con 
solvente D. & E l  pico que c o r r l 6  corn Man2 en B fue e l  uido, reduci do con 
NaBH4 y sometido a e lec t ro fo res i s  en papel en moTi bdato de sodio 0.1 M, pH 
5. 
Standards: 1, manosa; 2, Man2; 3,  man^; 4, Manq; 5, ManqGlcNAc; 6, glucosa. 
este resultado d i f i e r e  del informado para l, cruz i  , en e l  cual parece haber 
una t n i ca  secuenci a de demanosi 1 ac i  6n (34). 
3.3.6.01 i gosacsri dos unidos - a p ro te rna  - en Leishmania a d l e r i  
Los p e r f i l e s  cranatogrl i f icos de 10s ol igosac6ridos unidos a proternas y 
sensibles a Endo-H se presentan en l a  Fig. 40. En l a  muestra de 5 minutos de 
. . 
. , 
marcaciln (Fig. 40A) - se observan dos picos: uno que corre  cano Man6GlcNAc 
(pica 11) y o t r o  que corre ent re  MangGlcNAc y Man~GlcNAc (p ico  I ) .  A1 incubar 
l a s  sustancias presentes en este t l t i m o  p ico  ( jun to  con una muestra de migra- 
c i6n cromatogrsfica s im i l a r  obtenida de l a  muestra die LQ mjnutos de 
marcaci6n) con 4-manosidasa se obtuvo manosa y dos picos que se canportaron 
como GlclMan4GlcNAc y GlclMan5GlcNAc (Fig. 41A). La ident idad de estos tlti- 
mos fue conf i  rmada sometiGndolos a h i d r b l  i s i s  t o t a l  e iden t i f i cando  g l  ucosa 
como product0 de h i d r 6 l i s i s  (Fig. 41D). - E l  compuesto que migr6 como 
Man6GlcNAc en l a  Fig. 40A, jun to  con un compuesto s i m i l a r  a is lado de cglu las 
incubadas con ( ~ - ~ ~ ~ ) ~ l u c o s a  durante 10 min, d i o  un p e r f i l  s i m i l a r  por degra- 
d a d &  con 4-manosidasa, pero en este caso se observi  t a m b i h  l a  apariciSn 
del d isacsr ido ManGlcNAc (Fig. 418). - Tambign en este caso, l a  h i d r S l i s i s  
Bci da  de 10s cmpuestos que m i  graron c a m  G l  clMan5Gl cNAc y G l  clMan4Gl cNAc 
produjo l i be rac i6n  de glucosa radioactiva. Esto ind ica  que el  p ic0  I 1  es t5  
formado por dos sustanci as: Man6Gi cNAc y G l  clMan5Gl cNAc. 
Cuando l a  marcacibn se rea l  i zb  durante 20 minutos, se observ6 l a  desa- 
paricii5n del p ic0  I y l a  apar icf6n de un nuevo pico, que c o r r l a  delante de 
Man6GlcNAc (p ico 111, Fig. 40E). La sustancia presente en este  pico, a is lada 
de l a  muestra de 20 min de marcaci6nS resu l t6  totalmente sensible a 
cm desde origen 
F i  ura 40. O l i  osaclr idos sen i l e s  a Endo-H de L. a d l e r i  . Crlu las de L. & f i E r b h n ~ r r = % u 7 o s = a n ~  film 20 rntn @) y ??J 
-guides de 180 min de *chaseY (&), en l as  condiciones descriptas en l a  
seccidn 2.2.2. Los 01 i gosaciridos sensibles a Endo-H fueron aislados y crana- 
tograf iados en papel .con solvente C. 
Standards como en l a  Fig. 21. 
C(-manosidasa (Fig. 41C), y por l o  tanto debe t r a ta r se  de MangGlcNAc producido 
por demanosilaci6n de MangGlcNAc. Un p e r f i l  s im i l a r  se obtuvo en l a  muestra 
del "chase" (Fig. 40C), - per0 en este caso tan to  e l  p ico  I 1  cano e l  p i c0  I I1 
resu l  taron totalmente sens i bles a &nanosidasa , produci endo manosa y 
ManGlcNAc por digest ibn con l a  enzima. Esto demuestra que en e l  caso del 
"chase" e l  01 i gosacir ido G I  clMan5GlcNAc ha desaparecido del p ic0  I I, e l  cual 
quedb cons t i tu ido  sblo por Man6GlcNAc. Puede concluirse, por l o  tanto, que en 
L. ad le r i  , e l  01 i gosacari do MangGl cNAc2 es t r a n s f e r i  do de Do1 -P-P a l a  pro- 
- 
te fna  y puede perder un residuo de manosa para dar ~angG1cNAc~-protefna. 
Ambos 01 i gosac i r i  dos son t r a n s i  t o r i  amente g l  ucosi 1 ados. 
Como se exp l icb anterbrmente (ver  seccidn 3.2.1.), - L. a d l e r i  producFa 
dos 01 i gosacir idos uni dos a Do1 -P-P: Man6Gl cNAc2 y Man5Gl cNAc2. El compuesto 
Man5GlcNAc2 era res is ten te  a Endo-H debido a que e l  residuo de manosa que 
sus t i tuye  a l a  manosa nbs in te rna  en l a  posic ibn 6 carece de sus t i tuc ibn  en 
C3 (ver  Fig. 45) (122-124). Los p e r f i l e s  presentados en l a  Fig. 40 correspon- 
den a ol igosachridos sensibles a Endo-H. Por l o  tanto, e l  canpuesto 
Man5Gl cNAc a i  slado de g l  i coproteTnas debe haberse produci do por demanosi 1 a- 
c ibn  de MangGlcNAc y no por t ransferenc ia  de Man5GlcNAc2 a proteTnas, ya que 
en este Dl t imo caso, deberfa haber sido res is ten te  a Endo-H. No puede descar- 
tarse, s i n  embargo, que MangGlcNAc2 haya sido t r ans fe r i do  de Dol-P-P a pro- 
tefnas, ya que 10s o l igosac i r idos unidos a proteFna y res is tentes a Endo-H no 
f ueron estudi  ados. 




II-Smin + 10 min 
crn desde origen 
F i  u r a  41. Corn o s i c i 6 n  de azccares. Los p icos  seiialados como I y I1 en- l a  
~ ~ ~ ( ~ a ~ - T e s ~ e c t i v a m e n t e )  y l  p i c 0  I I1 de l a  Fig. 40C (panel 
C)  fueron e l  u i  dos, d i  g e r i  dos con 0(-manosidasa y cromatograf i ados en papel con 
- 
so lvente  0. D. El  ma te r ia l  sellalado como A-a en A fue e l  u i d o  y sometido a 
h i d r b l i s i s  5 3 d a  t o t a l .  Los productos fueron c r m i t o g r a f i a d o s  en papel con 
so lvente  8. 
Standards: 1, manosa; 2, Mane; 3, Mang; 4, Manq; 5, glucosa; 6, galactosa. 
3.3.7.01 i gosac3ridos unidos prote inas en Bl  a s t o c r i t h i d i a  cu l  i c i  s 
Como se recordard (ver secci6n 3.2.1.), B. c u l i c i s  produjo un 'unico 
01 i gosachri do uni do a Do1 -P-P cuya composici 6n era Man6Gl cNAc2. Los per f  i 1 es 
cromatogrhficos de oligosac5ridos unidos a proteinas y sensibles a Endo-H de 
este organism0 se presentan en l a  Fig. 42. Se observa e l  mismo p e r f i l ,  inde- 
pendientemente del tiempo de marcacibn: un p ico  que cor re  ent re  MangGl cNAc y 
Man7GlcNAc (p ico I )  y o t r o  que corre  como MangGlcNAc (p i co  11). A1 t r a t a r  e l  
p i c0  1 de l a  nuestra de 5 minutos con O(manosidasa se obtuvo manosa y dos 
picos que c o r r i  eron coino G l  clMan5Gl cNAc y G l  clMan4Gl cNAc (Fig. 43A). - La 
h i d r b l i s i s  bcida de estos 'ultimos produjo manosa, glucosa y glucosamina (Fig. 
44A), - quedando demostrado entonces que e l  p ico  I era GlclMangGlcNAc. E l  t r a -  
tamiento con d-manosidasa del p ico 11 de l a  Fig. 42A produjo manosa y 
ManGlcNAc (Fig. 43g), con f i  rmando l a  ident idad del p ico  I I como MangGl cNAc. 
E l  a n h l i s i s  de 10s picos I y I 1  de l a  muestra del "chase" (Fig. 425) 
a r r o j 8  resultados diferentes. E l  t ratamiento del p ico  I de l a  Fig. 42g con 
&manosidasa produ j o  manosa y dos picas con movil i dades c r m a t o g r f  f i cas 
correspondi entes a G l  clMan5Gl cNAc y G l  clMan4Gl cNAc (Fig. 43C). - Sin embargo , 
l a  h i d r b l i s i s  'acida de estos 'ultimos no produjo glucosa, s ino glucosamina, 
manosa y una sustancia de ~~,,=1,80 que no fue i den t i f i cada  (Fig. 4 4 ~ ) .  Del 
mismo modo, e l  p i co  I 1  de l a  Fig. 425 produjo por t ratamiento con 
4-manosidasa, manosa, ManGlcNAc y dos picos de nenor rnovil idad (Fig. 43D-). La 
h i d r b l i s i s  t c i da  de estos 'ultimos produjo manosa, glucosamina y dos sustan- 
c ias  no iden t i f i cadas  de R M ~ ~  1,15 y 1,80 ( ~ i g .  445). 
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F i  ura 42. O l i  osachridos sensibl s a Endo-H de B. c u l i c i s .  Celulas de Be 
S i i f t s ~ u e r * c o d ) g u ~ o s a  d u ~ t ~ s m ~ ) ,  20 min 
20 min seguidos de 180 min de "chaseu &), en las  condic ionis descriptas en 
l a  secci6n 2.2.2. Los ol igosachridos sensibles a Endo-H fueron aislados y 
crmatograf iados en papel can solvente C. 
Standards como en l a  Fig. 21. 
I C Y ma nosidasa 
cm desde origen 
F i  ura 43. Sensibi l idad a d-manosidasa. Los picos seRalados cmo I  y I 1  en l a  
* ~ ( P a n e l e s  A Y 1 - respectlvamenie) y aquellos seAalados cano I  y I 1  en 
l a  ~i g, 42C (paneies D respecti  vamente) fueron el u i  dos, d i  gerldos con 9 +manosidasT y cromatogra i a o s  en papel con solvente D. 
Standards como en l a  Fig. 41. 
cm desde .origm 
F i  ura 44. Com osicidn de azfcares. Las sustancias sefialadas tho A-a, C-a y 
pane-s 4, &T k* y C respect i vamente) f ueron e l  u i  das , somet i - 
das a h i d r d l i s i s  Bcida t o t a l  y crmytograf iadas en papel con solvente 0. 
standards: 1, manosa; 2, gl ucosa; 3, g l  ucosamina. 
. . 
con un sustituyente desconocido, mlentras que e l  pico I 1  de l a  muestra podria 
ser una mezcla de Man6GlcNAc y Man5GlcNAc sust i tuido este 'ultimo con dos 
residuos no identi f icados.  Los datos experimentales, sin embargo, son insuf i -  
c i  entes para proponer una secuenci a completa de procesami ento. 
4.DISCUSION - Y CONCLUSIONES 
4.1 .Deri vados de do1 i co l  en t r i  ~anosomf ti dos 
En l a  tab la  I 1  se presentan en forma resumida 10s resultados obtenidos en 
cuanto a 10s Do1 -P-P-01 i gosacsri dos s intet izados por l a s  d i  s t i n t a s  especi es 
de tripanosomZtidos u t i l i zados  en e l  presente t rabajo  de t e s i s  y en otros 
estudiados previamente. Varios puntos merecen Qstacarse a p a r t i  r de dichos 
resultados: 
a) NingQn tripanosomBtido s i  n te t i za  Do1 -P-P-01 i gosaclr idos que contengan g l  u- 
cosa. Esta aseveraci6n fue c i e r t a  aCin cuando l as  c f l u l a s  fueron marcadas en 
presencia de concentraciones elevadas de glucosa, por l o  cual debe descar- 
t a r se  l a  p o s i b i l i  dad de un a r t i f i c i o  experimental provocado por e l  ayuno de 
g l  ucosa durante l a  marcaci 6n. Tambien cuando c6l u las de - C. f a s c i  cu l  a ta  fueron 
marcadas en presencia de inhib idores de l a  srn tes is  prote ica fue imposible 
detectar l a  formaci 6n de Do1 -P-P-01 i gosacsri dos g l  ucosi 1 ados , de modo que 
puede descartarse tambiQn l a  pos ib i l i dad  de l a  ex is tenc ia  de un pequeiio 
"pool " i n t r ace l  u l  a r  de Do1 -P-P-01 i gosacari dos g l  ucosi iados & r f p i  do recam- 
bio, ya que en condiciones de i nh ib i c i 6n  de l a  sf.ntesis de proteOnas dichos 
compuestos debfan haberse acumulado debido a l a  f a l t a  & aceptores proteicos 
para l a  g l i cos i lac i6n .  
b) Cglulas de - C. fasc icu la ta ,  T. dion i  s i  i y - L. samuel i son incapaces de s in-  
t e t i z a r  001-P-Glc, s i  b ien sf  son capaces de s i n t e t i z a r  001-P-Man. En cambio, 
L. ad le r i  y H. muscarum s in te t i zan  tanto Dol-P-Man cmo 001-P-Glc. Estos 
- - 
resu l  tados sugi eren que l a  incapaci dad de s i  n t e t i z a r  Do1 -P-P-01 i gosaclr idos 
gl  ucosilados no se debe a una Gnica causa en todos 10s tripanosom8tidos. En 
Tab1 a 11. Deri vados de do1 i co l  en tr i panosomsti dos. 
-- - -
Los datos correspondientes a T. c ruz i  y - L. mexicana estSn tornados de l as  
re ferenc i  as 90 y 92, r e s p e c t i E m W  
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10s casos de C. fasc i  culata, T, dion i  s i  i , - L. samuel i y -- T. c ruz i  (go),  podr ia 
adjudicarse esta incapacidad a l a  ausencia de Dol-P-Glc. En cambio, puede 
especularse que - L. ad le r i  y - H. muscarum, s i  b ien s i n te t i zan  Dol-P-Glc, no 
pueden t r a n s f e r i  r gl  ucosa de Do1 -P-Gl c a1 Do1 -P-P-01 i gosacs r i  do. La 'Ini ca 
conclusi6n def i n i  t i v a  que puede extraerse es que l a  incapacidad de s i  n t e t i z a r  
derivados glucosi lados de Dol-P-P es una ca rac te r i s t i ca  universal  de 10s tri- 
panosomEt i dos . 
c)  Aparentemente, e l  ol igosac%rido unido a Dol-P-P de mayor tamafio que se 
s i n t e t i z a  es e l  mismo para un mismo gcnero. La composici6n de dicho o l i  go- 
sacLrido es MangG1 cNAc2 para Trypanosoma, Herpetomonas y Leptomonas, 
Man7GlcNAc2 para C r i t h i d i a  y Man6GlcNAc2 para Leishmania y B las toc r i t h i d i a .  
d) Las estructuras de 10s o l i gosac~ r i dos  unidos a Dol-P-P en cada uno de 10s - -  4 
tripanosomdtidos estudiados en el  presente t raba jo  de t e s i s  se presentan en 
l a  Fig. 45. Dichas estructuras se proponen en base a estudios de sens ib i l i dad  
a Endo-H, d- y gmanosidasas, productos de acet61i s i  s y propi  edades el  ectro-?>I ' '% 
forg t icas de 10s productos de ace tb l i s i s .  Debe admit i rse que l a s  estructuras 
propuestas en l a  Fig. 45 no son l as  'Inicas posibles, y podrian imaginarse 
ot ras estructuras que concordarian igualmente con todos 10s datos experimen- 
tales. Sin embargo, teniendo en cuenta que las  estructuras de 10s o l igo-  
sacZridos unidos a Dol-P-P son las  mismas para ol igosacdridos con l a  misma 
composici6n en todos 10s eucariotes conoci dos, i n c l  uyendo 10s tripanosom8t.i- 
dos - C. fasc icu la ta  (88) y -- T. ,c ruz i  (34), es posible conc lu i r  que l as  estruc- 
turas propuestas son l as  correctas. 
Un hecho notable debe destacarse en l a  Fig. 45: l a s  estructuras de 10s 
ol igosac6ridos que contienen menos de 9 residuos de manosa son iguales a l a s  
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F i  ura 45. Estructuras de o l i  osactiridos unidos a Dol-P-P de t r i  anosom3ti- 
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conorhini,  T. d i o n i s i i ,  H. muscarum, H. samuelpessoai y L. samueli. Los 
datos correspondientes - a-T. c ruz i  y L. mexicana fueron-tornados de l a s  
re ferenc i  as 90 y 92, r e s p e c € F v a ~ .  -
estructuras de 10s 01 i gosactiri dos de igua l  composici 6n que son i ntermedi a r ios  
en l a  b i  os in tes is  de Do1 -P-P-Gl c3MangG1 cNAc2 en otros sistemas eucar iSt icos 
(comptirese l a  Fig. 45 con l a  Fig. 5). Recugrdese (ver secci6n 1.1.2. y ref .  
13) que l a  sFntesis del Dol-P-P-oligosactirido en ct i lulas animales ocurre en 
forma ordenada y por el10 l as  estructuras de 10s ol igosac6r idos i n t e r -  
mediarios son Gnicas (Fig. 5). La ident idad ent re  10s 01 i gosachridos aislados 
de 1 os Do1 -P-P-deri vados de tr i  panosomat idos con 10s correspondi entes i n t e r -  
mediarios de c6lulas animales sugiere que 10s tripanosom8tidos se comportan 
como s i  l a  sf n tes i  s del 01 i gosactiri do "normal " ( ~ l  c3MangGl cNAc2) se hubi era 
bloqueado en a1 gcn punto. Asi, Leishmania y B las toc r i  t h i d i a  ser ian incapaces 
de i r  mLs a1 1s de M ~ ~ ~ G ~ c N A c ~ ,  C r i t h i d i a  ~ 6 1 0  l l e g a r i a  hasta Man7GlcNAc2 y 
1 os demtis (Trypanosoma, Herpetomonas y Leptomonas) 1 legar ian  has t a  
MangGlcNAc2. Reci entemente, e l  grupo de Robbi ns (125-128) descri  b i 6  mutantes 
de - S. cerevi  s i  ae que s i  n t e t  i tan  Do1 -P-P-01 i gosactiri dos de tamafios menores que 
e l  "normal ( ~ l  c3MangGl cNAc2). A1 gunas de estas mutaci ones fueron carac- 
ter izadas y se demostr8 que en un caso, l a  mutante era incapaz de s i n t e t i z a r  
Dol-P-Glc; en o t ro  caso, s in te t izaba Dol-P-Glc pero no podia t r a n s f e r i  r glu- 
cosa de Dol-P-Glc a1 ol igosac8rido; en ot ros casos, l a  mutacibn implicaba l a  
ausenci a de una manosi 1 transferasa especif ica,  1 o cual provocaba l a  acumula- 
c i 6n  de Do1 -P-P-01 igosac8ridos s i n  glucosa y con menor contenido de manosa. 
En a1 gunos casos, se demostr8 que ol igosactir idos no glucosi lados eran trans- 
fer idos de Dol-P-P a proteinas. La semejanza en t re  l as  mutantes de - S. cerev i -  
s iae  descriptas por Robbins y 10s tripanosom8tIdos estudiados en e l  presente 
-
t r a b a j o  de t e s i s  es notable. Puede especularse que 10s tripanosomBtidos con- 
f i gu ran  una fami l ia  de "mutantes naturales" en l a  N-g l icos i lac iBn de pro- 
teinas. Dicha mutaci6n podrTa c o n s i s t i r  en l a  incapacidad de s i n t e t i z a r  
Dol-P-Glc (T. -- cruz i  (go),  - C. fasc icu la ta ,  - L. samueli, - T. d i o n i s i i ) ,  en l a  
incapacidad de t r ans fe r i  r g l  ucosa de Do1 -P-Glc a Do1 -P-P-01 i gosac6ridos (L. - 
adler i ,  H. muscarum), o en l a  ausencia de una manosil t ransferasa especi f ica,  
por ejemplo l a  d l - 6  manosil transferasa que t r a n s f i e r e  manosa a 
Man7GlcNAc2-P-P-Do1 fa1 t a r i a  en C r i t h i d i a .  Evidentemente, esta h ipBtes i  s es 
puramente especulat iva por e l  momento y ser8n necesarias mSs evidencias 
experiment a1 es para conf i rmarl a o descartar l  a. 
4.2.N-gl i c o s i  l ac i 6n  - de proternas - en tripanosom8tidos 
Los 01 igosac3ridos que fueron caracter i  zados a p a r t i r  de 10s Do1 -POP- 
derivados de 10s tr ipanosomftidos estudiados en e l  presente t r aba jo  de t e s i s  
fueron t rans fe r idos  a proteinas en todos 10s casos. Esto fue demostrado de l a  
s igu iente manera: 10s 01 i gosachridos sensi b les a Endo-H de cada organismo 
fueron cromatografiados en papel y siempre se observ6 l a  presencia, ent re  
otros, de un p i c0  cuya movi l idad cromatogr8fica co inc idra con l a  de un stan- 
dard del 01 i gosacf r i  do en cuesti6n. Esta evidenci a, s i n  embargo, resul  taba 
i nsu f i  c i  ente, ya que esos p i  cos frecuentemente estaban compuestos por mezclas 
resul  tantes del procesami ento pos te r io r  de 1 os 01 i gosacf r i  dos. Por 1 o tanto, 
dichos picos eran eluidos y diger idos con o(-manosidasa. La detecci6n del 
d i  sacsr i  do ManGl cNAc ent r e  1 os productos de degradaci 6n enzimft i c a  era tomada 
como evidencia de l a  presencia del ol igosacf r i d 0  buscado, ya que dicho 
disacar ido s6 lo  puede obtenerse a p a r t i r  de l a  d igest idn enz imf t ica de un 
o l i g o s a c ~ r i d o  que no est6 sust i tu ido.  La digest i6n con ~(-manosidasa de 10s 
cmpuestos que m i  graron como ~an6Gl'cNAc en a d l e r i  y - B. cu l  i c i  s, . Man7Gl cNAc 
en - C. fascicul  ata y C. harmosa y MangGlcNAc en - T. d ion i  s i  i , - T. conorhini  , - H. 
samuelpessoai y - L. samuel i siempre produjo ManGlcNAc ent re  10s productos de 
degradaci6n , demostrando que 10s respect i  vos 01 i gosacfr idos se encontraban 
presentes en l a  muestra y que por l o  tan to  habian sido t rans fe r idos  de 
Dol-P-P a l a  proteins. 
4.3.Procesamiento - de g l  i coprotefnas - en t r i  panosomftidos 
4.3.1.Glucos-i 1 ac i  6n t r a n s i  t o r i a  - de 01 i gosacfr i  dos un i  dos - a p ro te fna  
E l  fenheno de gl  ucosi 1 ac i  6n t r ans i  t o r i  a de 01 i gosacfr i  dos uni dos a 
p r o t e i  na fue descri  p t o  o r i  g i  nalmente en -- T. c ruz i  (34). Poster i  ormente, su 
presencia fue demostrada en cglulas de animales y vegetales superiores 
(35,36) y en cglulas de - L. mexicana (92). En higado de rata, esta reacci6n 
ocurre en e l  r e t i c u l o  endoplhsmico rugoso, y e l  dador de glucosa para l a  
reacci 6n de g l  ucosi 1 ac i  6n es UDP-Gl c (36). 
E l  mecani smo de g l  ucos i lac i  6n t r a n s i  t o r i  a parece funci  onar tambi en en 
todos 10s tripanosom6tidos estudiados en e l  presente t raba jo  de tesis.  Dos 
ev i  denci as experimental es son necesari as para demost.rar esto: en primer 
1 ugar, debe detectarse l a  presencia de compuestos g l  ucos i l  ados ent re  10s 01 i - 
gosacf r idos  sensi b les  a Endo-H. En segundo lugar, debe demostrarse el  
ca r fc te r  t r a n s i t o r i o  de dichos cmpuestos. 
E l  &todo experimental u t i l i z a d o  para demostrar l a  presencia de com- 
puestos g l  ucosi 1 ados fue e l  s i  guiente:' e l  01 i gosacir ido en cuest i 6 n  era 
e l  u ido del crmatograma y t ra tado con 4-manosidasa. Este t ra tami  ento s i  rve 
para e l  iminar  o t ros 01 igosacbridos no g l  ucosi lados que son degradados .,
totalmente a manosa y ManGlcNAc. El compuesto glucosi lado producFa manosa y 
GI clMan4Gl cNAc (en rea l  i dad se obtenFa tambi en a1 go de G l  clMan5Gl cNAc, pro- 
ducto de degradaci 6n incompleta). Este compuesto era somet i d o  a h i d r b l  i s i  s 
dcida fuerte, y luego se procedra'a l a  i d e n t i f i c a c i b n  de glucosa en t re  10s 
productos de h i d r b l  i s i  s.' U t i l  izando esta metodologia, se demostr6 l a  presen- 
c i a  de GlclMangGlcNAc, GlclMan8GlcNAc y GlclMan7GlcNAc en - T. d i o n i s i i  y - T. 
conorhi n i  , G l  clMan6Gl cNAc y G l  clMan5Gl cNAc en - L. ad1 e r i  , G l  clMan6Gl cNAc en - B. 
c u l i c i s  y GlclMan7GlcNAc en C. fasc icu la ta  y - C. harmosa. Asimismo, se 
demostrb l a  presencia de ol igosac i r idos glucosi lados en samueli y - H. 
samuel pessoai , s i  b i  en en estos casos l a  carac te r i  zaci 6n de dichos compuestos 
fue nds dudosa puesto que se encontraban mezclados con ol igosacdr idos galac- 
t o s i  1 ados que tambi tin produ jeron sustanci as res i  stentes a d-manosidasa y 
complicaron e l  .anSl is is .  
El  &todo para demostrar e l  cardcter  t r a n s i t o r i o  de 10s o l i  gosaciiridos 
consi s t i b  en incubar l a s  eel ulas con ( u - ~ ~ c ) ~ ~  ucosa y someterl asz luego a un 
pro1 ongado "chase" con medi o de cul t i v o  complete. Si 10s 01 i gosacdridos g l  u- 
cosi lados fuesen de ex is tenc ia  t r a n s i t o r i a  no deberTan detectarse en l a s  
muestras de "chaseu. En efecto, 1 os 01 i gosacdri dos g l  ucos i 1 ados desapare- 
c ie ron  despugs de un 'chase" prolongado, except0 en e l  caso de C. harmosa, 
donde alrn se adv ie r te  un "hombro" en e l  p i co  p r i nc ipa l  correspondiente a 
GlclMan7GlcNAc (en 10s casos de - H. samuelpessoai y - L. samuel i este punto no 
fue estudiado). E l  caso de - C. fasc icu la ta  presenta c i e r t a s  di ferencias.  En 
este  organi smo, e l  01 i gosacdri do gl ucosi 1 ado fue detectado s6 l  o a ti empos muy 
breves de marcacien o marcando ct i lu las a baja temperatura, y desaparecia 
cuando l a s  cs lu- las  eran marcadas a 28'C durante tiempos superiores a 10 min. 
Este resul tado puede expl i ca rse  suponi endo que 10s 01 i gosacsridos g l  ucosi 1 a- 
dos const i tuyen tan so lo  una mfnima f racc idn del t o t a l  de ol igosacbr idos sen- 
s i b l e ~  a Endo-H. De este modo, sdlo podrfan detectarse a tiempos muy breves 
de marcaci bn, cuando l a  rad ioac t i  vidad espec l f i ca  de 10s resf duos de g l  ucosa 
fuese my superior a l a  de 10s residuos de manosa. Para probar esto, l a s  
cg lu las  fueron incubadas con (2-3~)manosa. En es te  caso s l l o  se marcarfan 10s 
residuos de manosa, y l a  rad ioact iv idad especrf ica & 10s d i s t i n t o s  o l igo -  
sacbridos deberfa ser l a  misma. Cuando las  ce lu las de - C. f asc i cu la ta  fueron 
i ncubadas con (2-3~)manosa, e l  p i  co correspondiente a1 01 i gosacsri do g l  ucosi - 
l ado  se redujo a tan  s61 o una pequefia "cola" del p i  co p r i  nc i  pa l  , aun a t iem- 
pos muy breves de marcacibn. Esto demuestra que 10s o l i  gosacsridos 
g l  ucosi 1 ados se encontraban en muy pequena cantidad. Un resul  tad0 s im i l  a r  ha 
s ido  informado en e l  caso de T. cruz i  (34). 
4.3.2.Demanosi 1 acidn de 01 iqosac i r idos unidos fi p r o t e f  na 
Despu6s de ser t ransfer idos de 001-P-P a prde fnas ,  10s o l i  gosac6ridos 
su f r i e ron  l a  N r d i d a  de e n t r e ' l  y 4 residuos de manosa, dependiendo del orga- 
n i  sm. En - C. fasc i  cu l  ata, e l  01 i gosacdri do Man7Gl cNAc2 un i  do a p r d e f  nas 
s u f r i 8  l a  #rdida de un residuo de manosa. Dicho residuo puede perderse a 
p a r t i r  de cualquiera de 10s dos extremos no reductores, generando dos o l igo -  
sacsr i  dos i someri cos de composi c i  6n Man6Gl cNAc2. Estos 'ul t imos cmpuestos no 
pudieron ser detectados a1 m r c a r  d l u l a s  " i n  v ivoH con ( ~ - ~ ~ ~ ) g l u c o s a ,  ya 
que l a  demanosilacibn es seguida casi  instantlneamente por l a  ad ic lbn de 
galactosa a1 extremo no reductor del o l igosacdr ido que no ha perdido manosa 
(vgase l a  pr6xima seccibn). La est ructura de 10s ol igosacdridos sensibles a 
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F i  ura 46. Estructuras de 10s oligosac6ridos sensibles a Endo-H de C. Pr asc cuma. - 
Endo-H de - C. fasc icu la ta  se presenta en l a  Fig. 46. Un mecanismo przcticamen- 
t e  iden t i co  (prrdida de un residuo dk iIiiin0sa )r entrada de un residuo de 
galactosa) ha sido observado tambign en - C. harmosa, aunque en este caso l a  
est ructura de 10s o l igosac l r idos procesados no fue establecida. En e l  caso de 
C. harmosa, se detect6 tambign l a  presencia de MangGlcNAc ent re  10s o l igo-  
- 
sachridos sensibles a Endo-H, de modo que en este organismo pueden perderse 
hasta dos residuos de manosa. 
En 10s casos de - T. conorhini y - T. d i o n i s i i ,  e l  oligosaca'rido t rans- 
f e r i d o  a proteinas puede perder hasta 4 residuos de manosa obteniendose c m o  
product0 oligosacBridos que contienen en t re  9 y 5 residuos & manosa. 
Analogamente a l o  observado en C. fasciculata, 10s residuos de manosa pueden 
perderse a p a r t i r  de cualquiera de 10s extremos no reductores del o l igo-  
sacsrido o r i g i n a l  ; de este modo se obtuvieron 3 is6meros de MaqGlcNAc y pro- 
bablemente 5 i sbmeros de Man7Gl cNAc. Las estructuras probables de estos 
o l i  gosacsridos se presentan en l a  Fig. 47. Debe destacarse que este resu l tado - a 
contrasta con e l  obtenido con -- T. cruz i ,  donde e l  orden de remoci6n cie manosa 
es t n i c o  (34). 
Tambien en L. samueli se produjo l a  $rdida de varios residuos de 
manosa , observBndose l a  apari c i  6n de 01 i gosacgri dos de canpos i c i  6n 
Man6,gGl cNAc. La escasa cant i dad de radi  oact 1 v i  dad d i  sponi b l e  impi d i  6 l a  
rea l  i zaci 6n de estudi os est ructura l  es sobre d i  chos 01 i gosacf r i  dos. 
En L.adleri, e l  o l i g o s a d r i d o  que fue t rans fe r ido  a l a  proteins 
( ~ a n ~ G l c N A c ~ ) -  s u f r i 6  l a  perdida de un residuo de manosa. Como ya se mencion'o 
antes (ver  secci6n 3.3.6. ) e l  p ico  de MangGlcNAc observado ent re  10s o l igo-  
sacsridos sensibles a Endo-H debi6 haberse or ig inado a p a r t i r  de MangGlcNAc y 
F i  ura 47. Estructuras osibles de 10s roductos de rocesamiento' en T o  + -%-s +,&iq T. conornrnc. os canpuZlos recua ra  or s X  os pr uc os d F p r F  
cesamiento detectados en -- 1. cruzi (34). 
no por t ransferenc ia  de Man5GlcNAc2 de 001-P-P a proteinas, ya que este 
lrl t imo 01 i gosacf r i  do habia s i  do res i  s tente  a Endo-H. La demanosi 1 ac i  6n del 
o l i gosac f r ido  Man6GlcNAc2 unido a pro te ina en - L. a d l e r i  cont rasta  con l o  
observado previamente en - L. mexicana (92). En este 'ult imo caso, l a  'unica 
reacci 6n de procesami ento observada fue l a  g l  ucosi 1 a c i  6n t rans  i t o r i  a de 
Man6Gl cNAc2 unido a proteinas, y no se observ6 demanosil ac i  6n. 
Por Oltimo, MangGlcNAc2 unido a proteinas en - H. samuelpessoai pudo 
perder s6lo un residuo de manosa, detectfndose una pequeiia cantidad de 
Man8GlcNAc ent re  10s ol igosachridos sensibles a Endo-H; t a l  parece ser e l  
caso tambi6n de - B. c u l i c i s ,  s i  b ien en este organismo l a  incorporaci6n de 
sus t i  tuyentes de natural  eza desconoci da (ver  secci 6n 3.3.7. ) d i  f i c u l  t 6  e l  
a n i l  i s i s  de 10s 01 i gosachridos sensi b les  a Endo-H. 
4.3.3.Galactofuranosa - en 01 i gosacf r i dos  uni  dos N-gl i cosFdi camente - a p r o t e f  nas 
La presenci a de gal actosa en 01 i gosaczri dos uni dos N-gl i cos fd i  camente a 
proteinas en - C. fasc icu la ta  fue informada en 1981 por  Parodi e t  al. (87). 
Coma ya se menci on6 (ver  secci6n an te r io r ) ,  e l  residuo de gal actosa es incor -  
porado a un extremo no reductor del o l igosachr ido inmediatamente despu6s de 
l a  sal ida de un residuo de manosa del o t r o  extremo no reductor, dando cmo 
resul  tad0 dos 01 i gosachridos isom&ri cos de cmposic i6n Gal lMan6Gl cNAc2 (Fig. 
46). La presenci a de gal actosa ha s ido detectada tambi en en 01 i gosaca'ri dos 
sensibles a Endo-H de - C. harmosa, - L. samueli y - H. samuelpessoai. 
Los residuos de gal actosa detectados en 10s 01 i gosacdri dos sensi b les  a 
Endo-H de 10s tr ipanosomft idos mencionados se encontraban en su t o t a l  idad en 
configuraci6n furan6sica. Los s iguientes fueron 10s c r i t e r i o s  u t i l i z a d o s  para 
demostrarlo: sens ib i l  idad extrema a l a  h i d r b l i s i s  'icida, sens ib i l  i dad  a l a  
oxidacidn por ~ a 1 0 4  del d i o l  exocFclico del azccar furanbsico y sens ib i l i dad  
a ~ g a l a c t o f u r a n o s i  dasa, ademls de su res i  s tenc i  a a l as  reacci ones ca rac- 
terFst icas de gal actopi  ranosa @(- y Qgal actosidasas, gal actosa oxi  dasa, 
lect inas).  
La ex i  stenci  a de res i  duos de gal actosa en conf i guraci 6n furanbsi  ca ha 
s ido demostrada en var ios s i  stemas, entre e l  10s en e l  po l isacsr ido capsular 
de una especie de Pneumococcus (129), en pol i saczridos de pared y exopol i - 
sacsridos de var ias especies de hongos (130-135), en un galactomanano de - T. 
cruz i  (136), en un gl  icoconjugado de T. c ruz i  (100) y en un g l icop6pt ido de 
-
C. oncopel t i  (137). Los resultados presentados en esta t e s i s  demuestran l a  
- 
presenci a de r e s i  duos de gal actofuranosa en 01 i gosacari dos uni  dos 
glicos'fdicamente a protefnas, sensibles a Endo-H. A l a  l i s t a  de reacciones de 
procesamiento exclusivas de eucariotes i n f e r i  ores ( ve r  secci dn 1.1.4. ) puede 
agregarse entonces, 1 a sus t i  t u c i  dn por r e s i  duos de 'gal actosa en conf i guraci 6n 
furan6sica. 
E l  dador de residuos de galactofuranosa no ha s ido iden t i f i cado ,  aunque 
podrfa t r a t a r s e  de UDP-galactofuranosa, t a l  como se ha descr ipto para l a  
s i n tes i  s del gal actomanano de P. char1 e s i  i (138). Los in tentos rea l  i zados 
para produci r ga lac tos i lac i  Bn " i n  v i  t r o "  de g l  icoprotefnas u t  il i zando pre- 
paraciones enzim8ticas l i b r e s  de c6lulas de - C. f asc i cu la ta  y U D P - ( ~ ~ C ) G ~ ~  o 
U D P - ( ~ ~ C ) G ~  c ( p i  ranbsicas) resu l taron i n f  ructuosas. 
4.3.4.0tras reacciones de procesamiento 
4.3.4.1.El ongaci 6n - de 01 i gosacf r idos  sensi b les  2 Endo-H 
Como se exp l icb en l as  secciones 3.3.3.1. y 3.3.4., e l  o l igosachr ido 
t rans fe r ido  de 001-P-P a protefna en - L. samueli y - H. samuelpessoai fue 
MangGl cNAcp. A1 estudi a r  10s 01 i gosachridos sensibles a Endo-H a i  s l  ados de 
g l  i coprotef nas de estos dos tri panosom6t idos, se observ6 1 a ex i  s tenc i  a de 
01 i gosac8ri dos de tamafios mayores que MangGl cNAc. A1 gunos de estos cmpuestos 
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contenfan gl  ucosa, y podrf a t ra ta rse  de 01 i gosachridos t r ans i  t o r i  amente glad 
cosi  1 ados , cmo  ya se d i  scu t i  6. Otros 01 i gosachridos contenfan, adem%s de 
manosa y N-acetilglucosamina, galactofuranosa. Aparentemente, e n k  samueli y 
H. samuelpessoai e l  - 01 igosachrido t r ans fe r i  do de 001-P-P a l a  protefna 
- 
podrfa serv i  r como "nf c leo"  para- l a  s fn tes is  de un compuesto de mayor peso 
molecular, por adic l6n de residuos de galactofuranosa (y t a l  vez tambien de 
manosa). Este proceso ser fa  comparable a l a  s rn tes is  del manano de - S. cerevi-  
s iae (43). Debe mencionarse que l a  ex is tenc ia  de un galactomanano ha s ido 
-
efectivamente detectada en H. samuelpessoai (139), s i  b i  en e l  mismo ha sido 
muy pobremente carac te r i  zado. Por o t ra  parte, l a s  condi c i  ones d r f  s t i cas  
empleadas para su pu r l  f i cac i6n  (extracci  6n con B l  cal  i acuoso en cal i ente) 
habrfan provocado l a  ruptura de cualquier uni6n a protefna que pudiera haber 
ex i s t i do  en dicho compuesto. 
4.3.4.2. Incorporaci  6n -- de ot ros sus t i  tuyentes 
A1 estud iar  10s ol igosac6ridos res is tentes a Endo-H de - C. fasc icu la ta  
(ver  secci Bn 3.3.1.8. ), se encontrb que 10s mismos tenran propi  edades 
bastante s imi lares a 10s sensibles a Endo-H (esto  es, eran Man7GlcNAc2 y 
Gal lMan6Gl cNAc2 con 10s res i  duos de gal actosa en conf i guraci 6n furanbsica) 
per0 que poseian adem8s o t r o  sust i tuyente que l e s  confer ia  su res is tenc ia  a 
l a  ' enzima, ademls de hacerlos res is tentes a d-manosidasa y 
b g a l  actofuranosi dasa. Dicho sust i  tuyente era li berado por un t ratamiento 
acid0 suave, no migraba en e lec t ro fo res is  en papel en medio 'acido n i  en cro- 
matograf i a  en papel. No pudo, s i n  embargo, establecerse l a  naturaleza quimica 
de esa sustancia. Un hecho importante es que ent re  10s ol igosac5ridos 
res is tentes a Endo-H no se observd 1 a presenci a de 01 i gosacari dos g l  ucosi 1 a- 
d o ~ ,  sugi r iendo que l a  incorporacidn del sus t i  tuyente desconoci do ocurre en 
a- - 7 
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ccnnpuestos que no van a ser t ransi tor iamente glucosi lados o que ya han sido 
degl ucosi 1 ados. Los 01 i gosacari dos r e s i  stentes a Endo-H de C. harmosa presen- 
ta ron  un comportamiento i dgn t i co  a 10s de C. fasc icu la ta  ( l a  ex is tenc ia  de 
otros sust i tuyentes en ol igosac6ridos res is tentes a Endo-H en - C. harmosa no 
fue investigada) . 
Tambien en - B. cu l  i c i s  se observ6 l a  presenci a de sust i tuyentes de naturaleza 
quimica desconoci da. Se detectaron dos canpuestos con movil i dades croma- 
togra f i cas  superiores a l a  de manosa. En este caso, s i n  embargo, l a  presencia 
de dichos sust i tuyentes no modif icb l a  sens ib i l i dad  a Endo-H, ya que 10s 
m i  smos fueron detectados en 01 i gosacaridos sensi b les  a Endo-H. 
4.3m5.Secuenci as - de procesami ento - de g l  i copro te f  nas - en tr i  panosomati dos 
Los datos experimentales reunidos en e l  presente t r aba jo  de t e s i s  per- 
mi ten  postu 1 a r  una secuenci a de reacci ones de procesamiento de gl i coprotefnas 
para a1 gunos de 1 os tri panosomati dos estudi ados. Dichas secuenci as se presen- 
t a n  en l a  Fig. 48. Los datos disponibles no permiten proponer secuencias de 
procesami ento completas para H. samuel pessoai y - L. samuel i (ver  secci 6n 
4.3.4.1.) n i  para 8. c u l i c i s  (ver  secci6n anter ior) .  Asimism, en e l  caso de 
C. fasciculata, se ha u n i t i d o  l a  reaccibn de incorporacibn del sust i tuyente 
- 
presente en 01 i gosacsri dos res i  stentes a Endo-H (ver  seccidn anter ior ) .  Como 
1 -. 
se ve en l a  Fig. 48, y como se ha mencionado a l o  largo de esta discusibn, t 
todos 10s tri panosomftidos comparten rasgos canunes en cuanto a1 procesa- 
m i  ento de g l  icoproteTnas, t a l es  cmo demanosilacidn (except0 mexicana) y 
g l  ucosi 1 ac i  an trans1 t o r i  a. 
4.3.6.Consideraciones f i n a l e s  
El  estudio de 10s organismos .de l a  f a m i l i a  Trypanosomatidae ha 
demostrado que estos protozoari os presentan un gran nfmero de caracteryst icas 
sumamente pecul iares que no se han observado en ot ros eucariotes, tan to  en l o  
que respecta a su biologfa, como en cuanto a su genetics, metabolismo, etc. 
Los resultados obtenidos en e l  presente t raba jo  de t e s i s  agregan una d s  a l a  
s e r i  e de pecul ia r idadcs presentadas por estos microorgani smos. El mecani smo 
de g l  i cos i l ac i 6n  de protefnas en organisms de l a  fami l  i a  Trypanosomattdae es 
di ferente del descr ipto hasta l a  fecha en cualquier u t r a  d l u l a  eucar ibt ica.  
Leishmania mexicana 
Leishmania adler i 
MangGlcN Ac2-P-P-do1 icol 
Man gC IcNAc2-Prot,Glc iMar I@dk~PtQt  
cri thidia fasciculata 
Crithidia harm- 
Man7Glc NAc2-P-P-do1 icol 
* 
Man7GlcNAc2 -Prot G l c l  Man7GlcNAq -Rot 
* 
WGIcNAc2-Prot -GaI1MangGlcNAc2-Prd 
Tryposoma cru zi 
Man7GIcNAq-Prot t Glc Man7GlcNAc2-Prot 
(I 
~ a r $  l6JAc2 -P rot 
F i  ura 48. Mecani smo de 1 i cosi 1 aci6n, de roteinas y rocesami ento de 1 i 
& e m s  en c l ~ r t i n ~ s ~ i f i * h o s  -ti% ;kT: -
cruzi y L. K x i c a n a  han sido tornados de las  referencias 90 y 92, respec- 
- - 
ti vament e. 
Dis t i n tos  tripanosomStidos u t i l i z a n  d i s t i n t o s  mecanismos de N-g l i cos i lac i6n  
de proternas y, afin 116s interesante, un mismo organism puede modi f icar  e l  
mecanismo de g l  i c o s i  1 aci6n segiin e l  estadio de d i  ferenci  ac i  6n (93). 
La pos ib i l i dad  de que 10s tripanosomStidos configuren una f a m i l i a  de 
"mutantes natural  esH en l a  N-gl i c o s i  l a c i  6n de proternas (ver  secci 6n 4. I . ) ,  
s i  bien es aiin especulativa, resu l ta  a t ract iva.  Los tripanosomZitidos const i -  
tuyen entonces un interesante model o experimental para e l  estudio de c i  e r tos  
puntos aOn no del todo aclarados, t a l e s  cmo  e l  niirnero de g l i c o s i l  t rans- 
ferasas involucradas en 10s procesos de ensamblado del ol igosac8r ido y su 
t ransferenc ia  a proternas, su espec i f ic idad y l a  regulacidn de su expresi6n 
y l o  ac t i v idad  durante procesos de di ferenc iac i6n celular .  
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